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Resumen 
E. coli O157:H7 es una bacteria enterohemorrágica productora de toxinas Shiga capaz de 
desencadenar enfermedades como el síndrome urémico hemolítico (SUH) y colitis 
hemorrágica. Se ha encontrado asociada a brotes de enfermedades transmitidas por 
alimentos, por lo que es importante garantizar su ausencia en toda la cadena productiva 
de los productos agroindustriales a través del uso de sistemas de medición sensibles, 
rápidos y específicos como la PCR. Actualmente hay diferentes métodos para identificar y 
cuantificar E. coli O157:H7 en varias matrices, pero no existe equivalencia o 
comparabilidad entre los resultados de las mediciones producidas por estas metodologías, 
debido a la ausencia de materiales de referencia trazables al sistema internacional de 
unidades.  
Con el objetivo de contribuir a la comparabilidad y trazabilidad de las medidas realizadas 
por métodos basados en la amplificación de ácidos nucleicos, se produjo en Colombia por 
primera vez un candidato a material de referencia (MR) de ADN genómico de E. coli 
O157:H7. Luego de optimizar las condiciones de cultivo y extracción de ADN del 
microorganismo se prepararon dos lotes con concentraciones de 172 ± 30 copias/µL y 
164864 ± 13096 copias/µL (Uα=0,95; k=2), los que demostraron ser homogéneos y estables 
durante 3 meses. En la caracterización del candidato a MR se empleó un método por PCR 
digital en modo gota, previamente validado para detectar y cuantificar ADN de E. coli 
O157:H7 en un intervalo de medición de 8 a 8000 copias/μL con incertidumbre de medición 
entre 1.5 a 10% según el nivel de concentración.  
El material de referencia producido se podría emplear para el control de calidad de las 
medidas realizadas por PCR tiempo real, permitiendo establecer equivalencias entre los 
resultados de medición obtenidos por los distintos ensayos comerciales y garantizar la 
trazabilidad al sistema internacional de unidades. 
Palabras clave: E. coli O157:H7, cuantificación absoluta, material de referencia, 
validación de método, PCR digital.  
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Abstract    
The E. coli O157: H7 is an enterohemorrhagic bacteria producing Shiga toxin. It can trigger 
diseases such as hemolytic uremic syndrome (HUS) and hemorrhagic colitis. It has been 
found associated with outbreaks of foodborne illness. Therefore, it is important to ensure 
their absence in the production chain of agroindustrial products through the use of 
sensitive, fast and specific measurement systems such as PCR. There are currently 
different methods to identify and quantify E. coli O157: H7 in several matrices, but there is 
no equivalence or comparability between the results of the measurements produced by 
these methods, due to the absence of traceable reference materials to the international 
system of units. 
In order to contribute to the comparability and traceability of the measures carried out by 
methods based on nucleic acid amplification, a candidate for reference material (MR) of 
genomic DNA from E. coli O157: H7 was first made in Colombia. After optimizing the culture 
and DNA extraction conditions of the microorganism, two batches were prepared with 
concentrations of 172 ± 30 copies / µL and 164864 ± 13096 copies / µL (Uα=0,95; k=2), they 
proved to be homogeneous and stable for 3 months. In the characterization of the MR 
candidate a method was used by digital PCR in droplet mode, validated to detect and 
quantify E. coli O157: H7 DNA in a measurement range of 8 to 8000 copies/μL with 
measurement uncertainty between 1.5 to 10% depending on the concentration level. 
The reference material produced could be used for the quality control of the measurements 
made by real-time PCR, allowing to establish equivalences between the measurement 
results obtained by the different commercial tests and guarantee traceability to the 
international system of units. 
Keywords: E. coli O157: H7, absolute quantification, reference material, method 
validation, digital PCR. 
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Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un conjunto de dolencias que se 
presentan tras el consumo de alimentos o agua contaminada con agentes patógenos[1]. Se 
han reportado 31 peligros alimentarios debidos principalmente a bacterias, virus y parásitos[2]. 
La organización mundial de la salud (OMS) reporta que al menos 1 de cada 10 personas en 
el año sufren de alguna ETA. De 600 millones de casos en el mundo, las enfermedades 
diarreicas representan cerca del 90%, de estas el 64% son debidas a bacterias [3].  
Se estima que cerca de 2´801.000 casos anuales son debidos a cepas de E. coli productoras 
de Toxina Shiga (EHEC) [4]. Dentro de este grupo, la cepa E. coli O157:H7 puede conducir a 
enfermedades graves como el síndrome urémico hemolítico (SUH), colitis hemorrágica o la 
muerte [5]. La contaminación con E. coli O157:H7 se ha relacionado principalmente, con el 
consumo de carne bovina y aviar, lácteos y vegetales frescos [6]. 
Debido al aumento en el comercio internacional de alimentos y el riesgo de ETA, se hace 
necesario el desarrollo de estrategias para verificar y controlar la inocuidad microbiológica del 
alimento durante todo el proceso de producción y comercialización, con el fin de disminuir el 
riesgo alimentario sin afectar el intercambio económico [7]. El método estándar para la 
detección de patógenos en alimentos es el método de cultivo, sin embargo, este presenta 
dificultades en cuanto a la sensibilidad, la gran cantidad de pasos para aislar el 
microorganismo y el tiempo de análisis, ya que requieren de varios días para el análisis de 
una muestra, lo que puede repercutir en la posible pérdida de cargamentos de alimento. En 
los últimos años, con el fin de superar estas dificultades se han desarrollado y validado 
múltiples métodos alternativos como los métodos inmunoenzimáticos, métodos basados en 
ácidos nucleicos y basados en proteínas, que pueden hacer los análisis de microorganismos 
más rápido que el método estándar de cultivo [8].  
El método con mayor proyección para uso de manera rutinaria en análisis microbiológico de 
alimentos es la PCR en tiempo real (qPCR) por su sensibilidad, rapidez y alta selectividad 
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debida a la amplificación específica de genes de microorganismos [9]. Actualmente se cuenta 
con múltiples ensayos comerciales para la identificación y cuantificación de distintos 
patógenos en alimentos [10]–[14]. La comparabilidad y trazabilidad metrológica se logra al 
emplear materiales de referencia certificados en las mediciones de microorganismos 
patógenos en alimentos, lo que además contribuye a la confianza de los resultados 
permitiendo tomar decisiones acertadas frente a la comercialización de productos 
alimenticios. Para la cuantificación por qPCR no se cuenta con materiales de referencia 
certificados (MRC) que contribuyan a establecer la equivalencia o comparabilidad entre los 
resultados de las mediciones producidos por distintos ensayos [5,9]. Por lo tanto, la 
investigación, desarrollo y regulación de productos alimenticios juega un papel importante en 
la comercialización de productos agropecuarios y en la inocuidad de los alimentos. En el 
mercado se encuentran diferentes materiales de referencia de ADN a nivel plasmídico [16] o 
genómico [17] y MR de ARN[18], sin embargo, debido a que muchos de estos no se 
encuentran certificados o se encuentran certificados en identidad, no es posible establecer  la 
cadena de trazabilidad de dichos resultados y por lo tanto no son comparables desde el punto 
de vista metrológico.  
La variabilidad inherente de los materiales biológicos presenta desafíos para establecer 
estándares para sistemas de modelos in vitro como la PCR y para establecer procesos que 
cumplan con los lineamientos ISO para su producción [19]. Un estudio de comparación 
internacional realizado entre institutos de metrología demostró una excelente comparabilidad 
entre los resultados de PCR digital (dPCR) y qPCR, en general, la dPCR mostró mejor 
precisión [20]. Por lo anterior, varios institutos de metrología están utilizando ahora la dPCR 
como método de referencia para asignar valores a los MRC que producen, permitiendo 
diseminar la trazabilidad metrológica al mol, en las mediciones realizadas por los laboratorios 






El programa Colombia Productiva ha identificado alimentos en el sector agroindustrial con alto 
potencial de exportación como la trucha, tilapia, carne bovina, productos lácteos, chocolatería, 
confitería y materias primas de estos, piña y aguacate Hass [22]. Por esta razón, se están 
desarrollando estrategias que contribuyan al fortalecimiento de estos sectores para hacerlos 
más productivos y competitivos, dentro de estas se busca el desarrollo de mecanismos que 
contribuyan a la eliminación de las barreras fitosanitarias. 
Dentro de los parámetros de calidad asociados a un producto alimenticio se encuentran su 
valor nutricional y su inocuidad. Cada país, establece la normativa para garantizar la calidad 
en los productos comercializados a nivel interno siguiendo los lineamientos de organizaciones 
internacionales como la comisión del Codex Alimentarius (Codex), la organización mundial de 
la salud (OMS), la organización de alimentos y agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y la 
organización mundial de comercio (OMC) [23]. 
En Colombia el Instituto Nacional de Salud (INS) y el Instituto Nacional de Vigilancia de 
Medicamentos y Alimentos (INVIMA) son las entidades encargadas de realizar la vigilancia y 
establecer los lineamientos normativos para el control de microorganismos en alimentos [24]. 
La normatividad de Colombia, presenta límites para coliformes totales hasta 150 ufc/g[25], y 
no existe regulación frente a la E. coli O157:H7 [26]. Mientras que, en Corea, Estados unidos 
y en la Unión Europea exige el uso de pruebas microbiológicas para la detección específica 
de cepas de E. coli, entre ellas la E. coli entero hemorrágica O157:H7, así como ausencia total 
de las toxinas Shiga liberadas [27], [28]. Las diferencias en las regulaciones frente al contenido 
máximo permisible de microorganismos en alimentos representan una barrera fitosanitaria. 
El país actualmente cuenta con métodos de medición de patógenos en alimentos [29] que no 
son lo suficientemente rápidos y sensibles. Los resultados se dan en unidades de número 
más probable (NMP) o unidades formadoras de colonia (UFC), no trazables al SI. Por lo tanto, 
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es necesario la producción de materiales de referencia certificados que contribuya la 
comparabilidad y trazabilidad de resultados obtenidos por diferentes laboratorios.  
En el presente trabajo se desarrolló una metodología para la producción piloto de un candidato 
a material de referencia, el cual podría ser empleado para la detección y cuantificación de 
Escherichia coli O157:H7, permitiendo asegurar la trazabilidad y comparabilidad del resultado 
obtenido por distintos ensayos comerciales. Adicionalmente, se validó un método por PCR 
digital modo gotas (ddPCR) para la detección y cuantificación de E. coli O157:H7. Estas 




1. Marco Teórico 
1.1 Enfermedades transmitidas por alimentos 
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un conjunto de patologías que se 
desarrollan tras el consumo de agua o alimentos contaminados con sustancias o 
microorganismos patógenos. Generalmente presentan síntomas agudos como náuseas, 
vómito y diarrea, o enfermedades crónicas como cáncer, enfermedades de riñón e hígado, y 
desordenes cerebrales o neuronales, o en el peor de los casos la muerte [2].  
Según un reporte de la OMS, las ETA son causadas por 31 agentes patógenos dentro de los 
cuales hay bacterias, virus, parásitos, toxinas y sustancias químicas [30]. Se clasifican en 
toxicas e infecciosas, cuando son causadas por un agente químico tóxico natural o sintético, 
o por contaminación con microorganismos patógenos respectivamente [31]. 
La incidencia de ETA ha aumentado en el tiempo a nivel mundial, se estima que 1 de cada 10 
personas en el mundo sufre una ETA al año, y aproximadamente 420000 personas mueren a 
consecuencia de la enfermedad. En Colombia en el año 2018 se presentaron 11502 casos de 
ETA [32]. Debido a la morbilidad, mortalidad y costos económicos que las ETA generan se 
hace necesario el desarrollo de políticas y medidas sanitarias para su control [7].  
En distintos países del mundo, las ETA más comunes se encuentran aquellas causadas por 
variedades enterotóxicas y enteropatogénicas de Escherichia coli [33]. Puede estar presente 
en alimentos frescos como vegetales y frutas, o procesados como productos cárnicos y 
lácteos. Puede producir enfermedades como diarrea aguda, síndrome urémico hemolítico o 
enfermedad renal en etapa terminal [34]. Por lo anterior es necesario analizar la presencia de 
patógenos, que permita asegurar el consumo de alimentos minimizando la incidencia de ETA, 
estos análisis requieren que se realicen bajo los mejores estándares de calidad, que permitan 
dar resultados precisos y confiables. 
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1.2 Escherichia coli 
Escherichia coli es una bacteria tipo bacilo perteneciente la familia de las enterobacterias, 
Gram negativa, es móvil perítrica, ya que cuenta con múltiples flagelos, y tiene un tamaño 
aproximado de 0.5-3.0 µm. Es una bacteria con actividad catalasa positiva, no cuenta 
capacidad oxidasa y puede reducir los nitratos a nitritos. Es anaerobia facultativa, fermenta la 
glucosa y lactosa con producción de gas [35], [36].  
E. coli presenta múltiples serotipos y aunque la mayoría de las cepas no son patógenas, 
algunas son causantes de enfermedades en el tracto intestinal u otros órganos como 
gastroenteritis, infecciones en vías urinarias, torrente sanguíneo y sistema nervioso central 
[37]. E. coli se encuentra principalmente en la flora intestinal de los mamíferos y; rara vez en 
el medio ambiente, pero puede sobrevivir varias horas en distintos ambientes extra 
intestinales. Debido a esto, este microorganismo es usado como indicador de contaminación 
fecal en alimentos [38].  
E. coli es un microorganismo que ayuda al procesamiento de residuos, producción de vitamina 
K y la absorción de los alimentos, pero bajo ciertas condiciones pueden generar diversas 
condiciones patológicas. Las cepas patógenas de E. coli se clasifican según los mecanismos 
comunes de patogenicidad en enteropatógenas (ECEP), entero hemorrágicas o 
verotoxigénicas (ECEH), enterotoxigénicas (ECET), entero invasivas (ECEI), entero 
agregativas (ECEA) y de adherencia difusa (ECAD), las anteriores generalmente asociadas a 
diarreas, E. coli uropatogénicas (ECUP) y E. coli de meningitis neonatal (ECMN) [35]. Los 
síntomas generados por la bacteria se caracterizan por dolor abdominal, fiebre y diarrea con 
sangre, generada tras 24 h de la infección. En algunos casos se puede generar necrosis 
intestinal, síndrome urémico hemolítico, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonía debido a 
la acción de cepas virulentas [39].  
La infección ocurre cuando el microorganismo ingresa al ingerir alimentos o agua 
contaminada, dirigiéndose al intestino delgado, donde se adhiere a la superficie de las células 
epiteliales del intestino por medio de los pilis [40]. Tras la unión, la bacteria debe irrumpir los 
procesos de la célula invadida, generalmente usando proteínas de virulencia secretadas, las 
cuales afectan los canales transportadores de distintos iones que, a su vez, causan arreglos 
al citoesqueleto e inhiben cotransportadores importantes para la célula. Las cepas ECEH 
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inyectan toxinas tipo Shiga (stx) o verotoxinas que contribuyen al avance de la enfermedad 
[41]. 
El método de referencia para realizar la identificación y cuantificación de E. coli  se basa en 
normas ISO 16649 en las que se describe el método para la enumeración de E. coli β-
glucuronidasa positiva en medios cromogénicos [42], [43]. La detección de E. coli por el 
método de cultivo se hace por la técnica de número más probable (NMP). En este método se 
realiza una serie de diluciones seriadas hasta obtener cero bacterias en la muestra, 
posteriormente son sembradas en un agar de crecimiento para visualizar la cantidad de 
unidades formadoras de colonia y a partir de los resultados se puede estimar el número más 
probable de microorganismos presentes en la muestra inicial, con base en un parámetro 
estadístico [44]. La E. coli se confirma mediante la siembra de colonias presuntivas en un agar 
selectivo que permite diferenciar entre especies fermentadoras y no fermentadoras de lactosa. 
Las colonias de E. coli se observan amarillas en el Agar Tergitol 7, rosadas en el agar 
MacConkey (MAC)  y de púrpura a verde metálico en el agar Eosina Azul de Metileno (EMB) 
[45].  
 E. coli O157:H7 
Es un bacilo Gram-negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y el género 
Escherichia. Es productora de toxinas tipo Shiga, Shiga 1 (stx1) y Shiga 2 (stx2), que causan 
la destrucción de glóbulos rojos obstruyendo los riñones, desencadenando el síndrome 
urémico hemolítico (SUH) y en algunos casos accidentes cerebrovasculares [41]. Los niños, 
personas de edad avanzada y personas inmunocomprometidas tienen mayor susceptibilidad 
a infecciones por E. coli [5]. 
Aunque el crecimiento de las E. coli se da entre 10 °C a 46°C, se ha visto que E. coli O157 
tiene mecanismos genéticos que le permiten crecer a temperaturas bajas (<15°C) 
comparadas con cepas no patogénicas de E. coli. Esto le permite sobrevivir semanas o meses 
en carne, frutas, helado y yogurt cuando son almacenados de -18°C a -20°C. Un método de 
identificación de E. coli O157 se encuentra la norma ISO 16654:2001 [46], en donde emplean 
para su identificación los genes stx1, stx2 codificantes de  las proteínas del mismo nombre, y 
el gen fliC que codifica el antígeno flagelar H7. Otro método para la identificación de E. coli 
O157 y otros serotipos ECEH se describe en la ISO 13136:2012, en donde tras el 
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enriquecimiento del microorganismo se realiza la detección de virulencia y serotipificación con 
genes relacionados [47].  
Aunque la detección de E. coli O157:H7 en el producto final no reduce el riesgo para los 
consumidores, debido a la liberación de toxinas Shiga, el análisis microbiológico en la cadena 
de producción puede reducir la contaminación fecal y los riesgos alimentarios. Los alimentos 
en donde frecuentemente se ha encontrado E. coli O157 que representan un peligro de salud 
pública son la carne vacuna cruda o poco cocinada, carne picada o fermentada y derivados, 
leche cruda y sus derivados crudos o sin pasteurizar, productos frescos como semillas 
germinadas, zumos de frutas y hortalizas sin pasteurizar [48]. 
1.3 Importancia del control microbiológico 
El aumento de comercio internacional, viajes y comunicación masiva ha potenciado la 
globalización y a su vez, aumentado el riesgo de seguridad alimentaria, lo que hace necesario 
garantizar la inocuidad de alimentos a nivel mundial. Esto contribuiría la protección de los 
consumidores a nivel mundial y facilitar los intercambios comerciales de alimentos. Las 
organizaciones que han contribuido en el establecimiento de legislación para el control de 
inocuidad de alimentos a nivel mundial son el Codex, la OMS, la FAO [23].  
Además, la Organización Mundial de Comercio (OMC) estableció un acuerdo en el que los 
países pueden definir y registrar medidas fitosanitarias de los alimentos, estos requerimientos 
deben basarse en conocimiento científico, con el fin de velar por la seguridad de los 
consumidores y las transacciones comerciales equitativas [23], [49].  
La vigilancia epidemiológica de las ETA es una importante herramienta que proporciona la 
información necesaria para implementar estrategias que fortalezcan las medidas 
fitosanitarias, y a su vez, mejorar la seguridad alimentaria, salud y vida de los consumidores. 
Es así, que cada país establece unos requerimientos fitosanitarios para la importación de 
alimentos desde otras partes del mundo, siguiendo los lineamientos establecidos por distintas 
organizaciones gubernamentales como el Codex Alimentarius. El Codex proporciona la 
información necesaria para garantizar la seguridad de alimentos como los requerimientos 
técnicos, procedimientos a realizar y el uso de estándares, entre otros.  
Cuando se presenta incumplimiento de los requerimientos fitosanitarios establecidos, los 
cargamentos de alimento contaminado, generalmente, son devueltos a su país de origen 
Marco Teórico 9 
 
emitiendo una alerta de seguridad alimentaria [50], que puede afectar la imagen comercial del 
país exportador.  Aunque Colombia tiene gran potencial en el sector agrícola, la exportación 
de productos agroindustriales ha presentado dificultades por el incumplimiento de los 
requerimientos fitosanitarios exigidos en los países de destino, debido a que los umbrales 
máximos permitidos no son los mismos. De acuerdo con cifras de Proexport Colombia entre 
2001-2012, para el total de alimentos rechazados por la FDA para ingresar a Estados Unidos, 
el 32% fue por etiquetado, 24% por adulteración, 12% por plaguicidas, 9% por condiciones 
higiénicas y 8% por bacterias entre otros [51]. En Holanda y España se han reportado 3 alertas 
de comida para perros contaminada con Salmonella y Enterobacteriaceae [52] 
Los requerimientos fitosanitarios establecidos en Colombia son altos con respecto a los 
internacionales, por ejemplo para Escherichia coli se acepta de 10 a 400ufc/g de pescados, 
para jugos se piden menos de 10 ufc/g o ml de jugos o pulpas de fruta [53]. Mientras que en 
los países con los que Colombia tiene tratados de libre comercio, se encuentra que para 
coliformes se exige una prueba microbiológica para la detección específica cepas de E. coli, 
entre ellas la enterohemorrágica E. coli O157:H7 [27]. En el exterior se está solicitando 
ausencia de serotipos de ECEH debido a que se encuentra relacionada con carnes 
contaminadas o lácteos sin pasteurizar [27], [28]. Por lo que se debe contar con una técnica 
lo suficientemente sensible para su detección.  
Las diferencias en la regulación entre Colombia y los países destino de las exportaciones, 
constituye una barrera que conlleva la necesidad de desarrollar métodos que permitan el 
cumplimiento de los estándares internacionales de calidad de los alimentos producidos en el 
país. Actualmente varios países han empezado a implementar sistemas de control para la 
verificación de inocuidad microbiológica en alimentos, que emplea técnicas moleculares, 
automatizadas y rápidas que realizan la detección, identificación y cuantificación de 
microorganismos [54].  
1.4 Métodos de análisis  
Actualmente hay una amplia variedad de métodos para el análisis microbiológico de alimentos, 
cada uno de ellos cuenta con distintos enfoques basados en propiedades medibles de los 
microorganismos. Los métodos usados se pueden clasificar en métodos convencionales o 
alternativos. Los métodos convencionales son ampliamente usados y se consideran cómo 
métodos de referencia, se basan en la identificación de características fenotípicas de los 
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microorganismos. Los métodos alternativos se basan en el análisis y reconocimiento de 
macromoléculas en los microorganismos, éstos tienden a ser más rápidos y sensibles que los 
métodos convencionales [55].  
 Método de referencia: Cultivo de microorganismos 
El cultivo de microorganismos es considerado como referencia ya que se encuentra 
ampliamente caracterizado y se usa en la mayoría de laboratorios de análisis. El análisis por 
cultivo requiere del (i) enriquecimiento, (ii) siembra en medios selectivos y/o diferenciales, (iii) 
conteo de unidades formadoras de colonia para estimar la concentración del microorganismo 
[56], y (iv) la identificación del microorganismo mediante análisis bioquímico [57]. La 
identificación fenotípica se basa en la observación de características de la bacteria como 
morfología, desarrollo, sensibilidad a antimicrobianos, propiedades bioquímicas y 
metabólicas, entre otros, mediante el aislamiento del microorganismo [58]. El límite de 
detección de esta técnica esta del orden de 10 a 100 ufc/g [59]. 
Dependiendo del tiempo de crecimiento y de la capacidad del organismo para crecer en 
diferentes medios, el tiempo análisis se requieren de 3 a 5 días para hacer un análisis 
preliminar, y más de una semana para la confirmación de la especie de microorganismo. Este 
método se ve limitado cuando el microorganismo que se desea analizar es difícil de cultivar 
por dificultades en imitar las condiciones óptimas de crecimiento y lo anterior puede llevar a 
detección de falsos negativos [60]. En el caso de E. coli genérica, hay varios protocolos en los 
que se describe el recuento de E. coli o coliformes totales por la técnica de NMP, conteo en 
placa o filtración por membrana. Para la identificación de otras especies patogénicas de E. 
coli, después de realizar el protocolo de identificación bioquímica se requieren métodos de 
genotipificación [42].  
Aunque el método de cultivo ofrece ventajas como la facilidad en el análisis de resultados y 
su bajo costo, presenta diversas limitaciones como (i) alta manipulación de la muestra (ii) 
contaminación cruzada, (iii) retardo en la obtención resultados, ya que, el análisis puede tardar 
de 3 a 5 días, (iv) presencia de falsos positivos o negativos que conducen a una inadecuada 
estimación de microorganismo en la muestra, (v) baja sensibilidad ya que se basa en la 
observación de unidades formadoras de colonia que no necesariamente provienen de un 
único microorganismo [60]. 
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 Métodos alternativos 
Debido a las limitaciones presentadas por el método tradicional de cultivo de 
microorganismos, en las últimas décadas se han desarrollado metodologías alternativas que 
son más rápidas, específicas y sensibles [61]. Permiten hacer la distinción de células viables 
y analizar algunas cepas viables pero no cultivables [60]. Con la incorporación del uso de 
materiales de referencia durante el procesamiento hacen que los resultados obtenidos sean 
comparables en el tiempo y espacio [62], [63]. Estos métodos se basan en el análisis de 
macromoléculas presentes en los microorganismos patógenos de interés. Se encuentran 
métodos basados en proteínas, ácidos nucleicos, fluorescencia o biosensores [64]. 
Los biosensores son dispositivos capaces de reconocer distintos analitos como enzimas, 
anticuerpos, ácidos nucleicos y receptores de células. Constan de un bioreceptor y un 
transductor que convierte la señal biológica en señal eléctrica, pueden ser ópticos [65], 
electroquímicos [66] o basados en masa. Los biosensores son simples de manejar y no 
requiere de pre enriquecimiento cómo otras técnicas [67],[68]. 
Los métodos inmunológicos se basan en la interacción selectiva entre antígeno-anticuerpo. 
Usan anticuerpos monoclonales o policlonales marcados con un compuesto fluorescente o 
una enzima que permiten detectar y medir. Los ensayos más usados en la detección de 
patógenos son el de inmunoadsorción ligado a enzimas, comúnmente conocido como ELISA 
[8], [69], y el inmunoensayo de flujo lateral [59].  
La espectrometría de masas permite la identificación de microorganismos según la presencia 
de proteínas específicas para cada microorganismo [70]. Por ésta técnica se pueden obtener 
límites de detección de 106-107 ufc/ml [71]. Los espectros obtenidos son comparados con 
bases de datos permitiendo la identificación del microorganismo a nivel de género [72]. 
Los métodos basados en la amplificación de ácidos nucleicos detectan secuencias específicas 
de ADN o ARN del microorganismo patógeno en el alimento [54]. En los últimos años, los 
métodos basados en ácidos nucleicos han reemplazado o complementado gradualmente los 
métodos basados en cultivo y los inmunoensayos en los laboratorios que realizan control de 
alimentos [73], [74]. Las metodologías que amplifican ácidos nucleicos son rápidas, y 
presentan ventajas en la cuantificación frente a los métodos basados en proteínas, así como 
una especificidad mayor debido al uso de primers y sondas específicas, lo cual aumenta la 
sensibilidad del proceso de detección [55]. 
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1.5 Reacción en cadena de la polimerasa 
La PCR es una técnica de biología molecular que permite la amplificación de múltiples copias 
de secuencias de interés de ADN en una serie de ciclos de denaturación, anillamiento y 
elongación [75]. La detección del producto se puede hacer por fluorescencia o mediante 
electroforesis en gel de agarosa. Es capaz de replicar pequeñas cantidades de ADN usando 
enzimas polimerasas sin la necesidad de un organismo vivo [76].  
 Fundamento  
Para llevar a cabo una reacción de PCR se requiere una plantilla de ADN que contenga la 
región de interés a amplificar, un par de cebadores o primers que flanqueen los extremos de 
la región que se desea amplificar, una o una mezcla de polimerasas de ADN que realicen la 
amplificación (usualmente se usa Taq polimerasa), desoxinucléotidos para que la polimerasa 
genere nuevos polímeros de ADN, cationes que son cofactores usados por las enzimas y un 
buffer que proporcione las condiciones adecuadas para que se lleve la reacción [76]. Los 
genes que se usan generalmente como dianas moleculares son altamente conservados, 
presentes en un amplio grupo de bacterias, que permiten identificar o clasificar el 
microorganismo [77], [78]. 
La reacción de PCR generalmente se lleva a cabo en un termociclador, el cual realiza 
aproximadamente 35 ciclos de (i) calentamiento hasta 96°C permite la disociación de los 
puentes de hidrógeno que mantienen unidas las dos hebras de la cadena de ADN. (ii)  
disminución de la temperatura permite el anillamiento de los primers a las secuencias de ADN. 
(iii) la extensión de la hebra de ADN por acción de la polimerasa a partir de los primers 
insertados, este paso se lleva a cabo según la temperatura óptima de la enzima. El tiempo 
requerido por el ensayo varía según el tamaño del fragmento a amplificar, así como de la 
procesividad de la enzima [76]. 
 Clasificación de la PCR 
La PCR ha tenido una evolución a través del tiempo desarrollando metodologías de mayor 
sensibilidad. En la primera generación de la PCR denominada convencional, se observan los 
productos de amplificación mediante geles de agarosa. La segunda generación denominada 
cuantitativa, emplea fluoróforos que permiten hacer el seguimiento de la reacción en función 
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del tiempo midiendo la intensidad de fluorescencia [60]. La tercera generación denominada 
PCR digital (dPCR), permite determinar la concentración de ácidos nucleicos en número de 
copia con alta precisión [79]. 
Debido a la versatilidad de la técnica, se han generado múltiples variaciones de la PCR con 
aplicaciones en distintos campos [76]. Las más usadas en análisis microbiológico de alimentos 
son PCR cuantitativa tiempo real (qPCR) y PCR digital, ya que permiten identificar y cuantificar 
microorganismos en distintas muestras [80],[81]. La primera generación de la PCR en la que 
la reacción de amplificación se lleva a punto final y los productos se visualizan mediante gel 
de electroforesis en agarosa se denomina PCR convencional. Es una técnica sencilla que 
permite hacer la detección de secuencias específicas presentes en diversas muestras.  
1.5.2.1 PCR en tiempo real 
La qPCR es una variación de la PCR convencional en la que se requiere el uso de fluoróforos 
que permiten hacer el seguimiento de la reacción en tiempo real. Los fluoróforos más usados 
para la detección por este método son el SYBR Green, sondas Taqman y Molecular Beacons. 
El SyBR Green es un intercalante fluorescente inespecífico que al interactuar con el zurco 
menor de la hebra doble de ADN emite una señal fluorescente proporcional a la cantidad de 
ADN amplificado. Debido a que es inespecífico, no discrimina entre las secuencias de interés 
y otras secuencias amplificadas durante el desarrollo de la PCR como la formación de dímeros 
de primers u otras secuencias amplificadas por uniones inespecíficas entre los primers y 
secuencias de ADN [82]. 
Las sondas TaqMan son oligonucleótidos con secuencia complementaria a ADN de interés. 
Poseen en su extremo 5´ un fluoroforo y en su extremo 3´un enmascarante de fluorescencia, 
que cuando se encuentran cerca no emite fluorescencia. Cuando la sonda se une a región 
intermedia del ADN objetivo, la actividad exonucleasa 5´-3´ de la ADN polimerasa cliva la 
sonda y separando el fluoroforo del enmascarante. Así se genera la fluorescencia en función 
de la cantidad de ADN de manera específica, ya que sólo se unen a secuencias amplificadas 
del ADN blanco [83]. Las sondas Molecular Beacon son cadenas sencillas de oligonucleótidos 
con la forma de una horquilla, que se genera por complementariedad entre secuencias de 
pares de bases en cada extremo de la sonda, y un loop en donde se encuentra la secuencia 
complementaria al ADN de interés. Cuando la sonda se acerca a la molécula de ADN de 
interés, la horquilla se abre y se genera la fluorescencia. Este tipo de sonda al igual que las 
TaqMan son específicas para detección de secuencias amplificadas por PCR [84].  
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La sensibilidad de la PCR depende de la especificidad, la secuencia y la temperatura de 
anillamiento de los primers diseñados. La elección de la sonda no afecta tanto la sensibilidad 
del método, aunque el uso de éstas hace la qPCR mucho más sensible que la PCR 
convencional y minimiza el riesgo de contaminación cruzada [85]. Se han cuantificado 
múltiples patógenos por qPCR cómo la detección de Salmonella spp. en vegetales y frutas 
recién cortadas con un  límite de detección (LOD) de 4 ufc/25g [86], cuantificación de Vibrio 
parahaemolyticus en mariscos, con un LOD de 102 ufc/ml o la cuantificación de 
Staphylococcus aureus en leche cruda con un LOD de 104 ufc/ml entre otros. También se han 
hecho adecuaciones a la PCR múltiplex que permite hacer la cuantificación de 
microorganismos patógenos en alimentos usando sondas con distintos fluoróforos [65], [87]–
[89]. 
1.5.2.2 PCR digital 
El término de “PCR digital” fue usado por Kinzler y Vogelstein para describir un nuevo enfoque 
para transformar la señal exponencial de la qPCR a una señal lineal adecuada para realizar 
cuantificación de ADN [90]. Realizaron particiones de las muestras con el fin de realizar la 
reacción de PCR en placas de 384 pozos, que les proporcionó una medida confiable y 
cuantitativa de la proporción de secuencias variantes dentro de las muestras de ADN [91]. 
La PCR digital es una técnica en la que una muestra de PCR convencional es diluida y dividida 
en múltiples particiones (1000 a 10 millones de  micropozos dependiendo la plataforma), se 
busca que en cada pozo haya 1 molécula de ADN plantilla, aunque puede ocurrir que en 
algunos pozos no haya plantilla o haya más de una [92], y todos aquellos componentes de 
una qPCR [90].  Luego se lleva a cabo la reacción de amplificación , posteriormente las 
secuencias amplificadas son detectadas por fluorescencia en punto final por un escáner, en 
el que se realiza el conteo de pozos positivos y negativos, lo que permite hacer la 
cuantificación absoluta de las cantidades de ADN en la muestra inicial al normalizar el 
resultado, teniendo en cuenta la estadística de la ecuación de Poisson [55]. Esta distribución 
estadística permite tener en cuenta la probabilidad de que en un pozo de reacción haya más 
de una hebra plantilla. 
La reacción se puede llevar a cabo en un microchip que contienen múltiples pozos de volumen 
definido, o en micro gotas similar a una emulsión donde cada uno actúa como un mini reactor. 
Debido al proceso de dilución y partición de la muestra, dPCR es menos sensible a la 
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presencia de inhibidores, la cuantificación no depende de la eficiencia de la reacción, por lo 
que permite la medición de ácidos nucleicos con una mejor precisión, sensibilidad y 
reproducibilidad con respecto a qPCR [9], [93]–[95]. La técnica es altamente sensible para la 
detección de secuencias de ADN en muy baja concentración, por lo que se puede omitir los 
procesos de pre-amplificación y en consecuencia disminuye la posibilidad de aumentar tanto 
la dispersión como el sesgo de los resultados [96]. 
La dPCR no requiere una curva de calibración para proporcionar un resultado absoluto de 
cuantificación, lo cual es una gran ventaja frente a qPCR, que sí requiere dicha curva [91], por 
lo que ha sido considerada como un método potencialmente primario para la cuantificación de 
ácidos nucleicos [97]. Además, ha mostrado tener mayor precisión en la cuantificación de 
ácidos nucleicos que la espectrofotometría UV [98]. La cuantificación absoluta de ADN por 
dPCR es una gran ventaja, ya que una precisa estimación de la concentración de ADN en una 
muestra es un paso crítico para muchos procesos analíticos [99], desafortunadamente es una 
técnica costosa, por lo que no es viable que sea empleada de manera rutinaria en los 
laboratorios. 
 Ventajas y limitaciones 
Las principales ventajas de la PCR es su alta especificidad, sensibilidad y reproducibilidad 
[92]. Además, es una técnica rápida comparada con el tradicional método de cultivo para 
análisis microbiológico. Éstas características permiten obtener bastante información a partir 
de poca muestra [55].  Debido a su versatilidad, la PCR tiene múltiples aplicaciones en clínica, 
industria e investigación [92], [100]–[102]. Es una técnica que permite la detección de 
microorganismos viables pero no cultivables (VBNC), los cuales no son detectables por el 
método de cultivo [103].  
Los métodos basados en amplificación de ácidos nucleicos, tienen parámetros analíticos 
compatibles con los métodos estándar para análisis microbiológico, por lo que sólo se requiere 
de validación y estandarización para su implementación en la detección de microorganismos 
patógenos transmitidos por los alimentos [102], [104]. Por esto, actualmente son reconocidos 
y estandarizados por las directrices de la ISO 22118:2011 para el análisis de patógenos en 
alimentos. 
La qPCR requiere de una curva de calibración preparada con un patrón de concentración 
conocida para para la cuantificación absoluta. Muchos de estos patrones son elaborados por 
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laboratorios como patrones de trabajo internos o controles positivos, que sirven como 
verificadores del método, pero no ofrecen resultados comparables en caso de que sean 
realizados por otros laboratorios [60]. 
Una de las desventajas de la PCR, es que requiere de múltiples pasos para hacer el análisis, 
y estos son posibles fuentes de error, principalmente la extracción y cuantificación de ADN.  
Para superar esta falencia se han desarrollado varios controles, como el uso de un control 
interno de amplificación (IAC). Este es un control interno exógeno positivo que permite hacer 
una revisión ante la ausencia de plantilla [105] y sirve como control de pipeteo, pero no sirve 
como control de todo el procedimiento desde la extracción. Un tipo de control ideal sería aquel 
que evaluara todo el procedimiento, capaz de crecer en todos los medios pero que crezca a 
una tasa inferior al microorganismo blanco y que pase por todas las etapas de análisis donde 
posteriormente se detectaría selectivamente con el objetivo. Aunque actualmente no se ha 
reportado ninguno con éstas características [55].  
Otra dificultad es que la PCR no discrimina entre ADN de organismos vivos e inviables. 
Aunque avances recientes utilizan un colorante intercalante de ADN previo a la extracción de 
ADN. Los intercalantes más usados en este propósito son propidio de monoazida (PMA) y 
bromuro de etidio de monoazida (EMA), los cuales ingresan a las células inviables por 
permeabilidad de la membrana, luego por un proceso de fotólisis se unen covalentemente al 
ADN de la célula inviable e impiden la acción de la polimerasa durante la amplificación, 
cuantificando así sólo células viables [106]–[108]. Finalmente, se ha observado que la 
amplificación de genes multicopia, como 16S, puede llevar a errores en la cuantificación, por 
esto se prefieren genes unicopia en las células a amplificar. El uso de genes multicopia 
disminuye los límites de detección del microorganismo, haciéndolos útiles para la detección, 
pero no para cuantificación [102]. 
  Aplicaciones 
La PCR tiene múltiples aplicaciones como la identificación de varias especies de bacterias 
patógenas en alimentos [109], identificación de serotipos de microorganismos [59], obtención 
de información sobre la presencia de genes importantes para la virulencia o la resistencia a 
los antibióticos, sirve para detectar importantes patógenos transmitidos por los alimentos para 
los que no se dispone de otros métodos, por ejemplo, virus patógenos [55]. 
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La qPCR es una importante herramienta en la detección de patógenos. Sin embargo, el uso 
de diferentes componentes de reacción, materiales de calibración y métodos de extracción, 
dificultan la comparabilidad entre los resultados de diversos laboratorios. Lo anterior puede 
conducir a diagnósticos erróneos y tratamientos inadecuados [110], es por esto, que la dPCR 
tendría un papel importante en el desarrollo de materiales de referencia certificados de ADN 
para el análisis de patógenos en diversos campos [111]. 
La dPCR puede ser usada en la identificación, presencia o abundancia de mutaciones raras 
y cuantificación absoluta de ácidos nucleicos [105]. En el campo clínico ofrece métodos 
sensibles y reproducibles para realizar pruebas diagnósticas. En la industria de alimentos se 
usa para determinar la viabilidad, caracterización, cuantificación de cultivos probióticos y 
cuantificación de patógenos en alimentos [112],[113]. Actualmente es usada en la 
cuantificación absoluta de diversas muestras de ácidos nucleicos y en la asignación de valor 
en la producción de materiales de referencia [21], [114]–[120], que son usados para procesos 
de detección y cuantificación de secuencias de ADN por PCR en tiempo real. Debido al alto 
interés en esta nueva tecnología se publicó una guía que explica los parámetros a tener en 
cuenta para la publicación de resultados obtenidos por dPCR [121]. 
La detección de coliformes en alimentos por qPCR se basa en la amplificación del gen lacZ el 
cual codifica para la enzima β-galactosidasa, ya que estos microorganismos son 
fermentadores de lactosa [122]. Dentro de este grupo de bacterias se encuentra la E. coli, la 
cual se identifica mediante la actividad enzimática de β-glucuronidasa o por la amplificación 
del gen uidA mediante qPCR [123]. Debido a que una parte de los genes esenciales de E. coli 
se conservan en varias bacterias, es difícil identificar oligonucleótidos para la detección 
específica de E. coli.  La detección de las ECEH de las cuales la E. coli O157: H7 es la cepa 
más estudiada, se hace a partir de la amplificación de los genes stx1 y stx2 los cuales codifican 
para las toxinas tipo Shiga, y se encuentran ubicados en el plásmido de virulencia pO157 [39]. 
1.6 Métodos de detección comerciales 
Debido a los requerimientos fitosanitarios exigidos para la verificación de inocuidad 
alimentaria en la cadena productiva y la necesidad de métodos más rápidos, precisos y 
sencillos de implementar. Varios laboratorios han desarrollado kits o métodos comerciales que 
cumplen con los requerimientos anteriormente mencionados [39], [122], [123]. 
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Para garantizar la validez de los resultados obtenidos por los distintos kits, se requiere de un 
proceso de validación del método y comparación con un método de referencia. Esto permite 
establecer si el método propuesto tiene igual o mejor desempeño que el método de referencia 
usado. Las organizaciones encargadas de certificar la capacidad analítica de un método son 
AOAC, AOAC IR, en Estados Unidos, AFNOR en Francia, MicroVal y NordVal en Europa [64], 
[124], [125]. 
Hay varios métodos alternativos validados para detección identificación y/o cuantificación de 
E. coli en muestras ambientales y alimentos. Para certificar los métodos se requiere evaluar 
los parámetros de desempeño del método como la exactitud, especificidad, sensibilidad y 
límite de detección relativo frente al método de referencia. Actualmente hay 11 métodos 
certificados por AFNOR [126] y 11 métodos certificados por AOAC [127], de los cuales cerca 
del 60% son basados en PCR. De manera general se reportan LOD de 1 a 3 ufc/25g  
Tabla 1-1: Plataformas comerciales para detección y cuantificación de E. coli. 
Ensayo comercial ER % SR % EsR % LDR Referencia 
3M Molecular Detection Assay E. coli 
O157 including H7 




ADIAFOOD E. coli O157:H7 72,1 92,9 66,0 0,4-0,9 UFC/25g [129] 
BAX E. coli O157:H7 MP 89,1 85,2 94,0 0,1-1,7 UFC/25g [130] 
BAX Real-Time PCR Assay E. coli 
O157:H7 
73,6 64,9 90,2 0,1-1,0 UFC/25g [131] 
GeneDisc E. coli O157:H7 77,3 88,1 100 2,5 UFC/25g [132] 
iQ-Check E. coli O157:H7 95,2 96,9 93,3 0,1-0,7 UFC/25g [133] 
MicroSEQ E. coli O157:H7 75,6 74,7 77,8 0,1-0,9 UFC/25g [134] 
Exactitud relativa (ER), Sensibilidad relativa (SR), Especificidad relativa (EsR), Límite de detección 
relativo (LDR). Los métodos se comparan con el método de referencia ISO 16654. 
Cada kit tiene elementos de aseguramiento de calidad como controles positivos, negativos, 
de extracción de ADN, internos de amplificación o de inhibición que permiten garantizar la 
validez del resultado. A pesar de esto, se ha visto que diferentes protocolos comerciales 
generan distintos resultados a partir de la misma muestra [135],[136]. Lo anterior se debe 
principalmente a la falta de controles positivos en común, ya que cada laboratorio desarrolla 
su propio control positivo que no es comparable y no tiene un grado de equivalencia con el 
del otro laboratorio, lo cual tiene distintas implicaciones de tipo legal, económico, social o de 
salud [137]. 
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1.7 Aseguramiento de calidad 
 Trazabilidad metrológica 
La comparabilidad entre los resultados obtenidos por procesos de medición sólo se logra a 
través de la trazabilidad metrológica. El vocabulario internacional de metrología (VIM) define 
la trazabilidad como “la propiedad de un resultado de medida por la cual el resultado puede 
relacionarse con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de 
calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida” [138].  
En las mediciones biológicas la trazabilidad metrológica se alcanza a través del uso de 
materiales de referencia certificados (MRC) [15]. Según la norma ISO 17511:2003 el valor 
asignado a los MRC debe ser trazable hasta una referencia del SI, a través de la secuencia 
de calibración y asignación de valor en la que la incertidumbre asociada al valor asignado va 
creciendo de acuerdo a la propagación de incertidumbre (Figura 1-1). Sin embargo, en la 
mayoría de casos no hay trazabilidad más allá de los procedimientos de medición o las 
sustancias calibradoras establecidas por el proveedor, así la veracidad del resultado está 
sujeto a ese nivel de jerarquía hasta que un procedimiento de medición o material de 
referencia estén disponibles [139]. 
Dependiendo de la disponibilidad de procedimientos de medición, calibrantes o materiales de 
referencia, la norma propone 5 casos de trazabilidad. (i) Existe procedimiento de medición 
primario y uno o más materiales de referencia certificados, lo cuales se usan como 
calibradores. En este caso, los resultados de medición son trazables al SI. (ii) Existe un 
procedimiento de medición de referencia por acuerdo internacional, que no es primario, y uno 
o más materiales de referencia establecidos por acuerdo internacional, cuyos valores han sido 
asignados por ese procedimiento. En este y los siguientes casos los resultados de medición 
no son trazables al SI. (iii) Existe un procedimiento de medición de referencia por acuerdo 
internacional, pero no hay disponibles materiales de referencia por acuerdo internacional. (iv) 
Existe uno o más materiales de referencia establecidos por acuerdo internacional junto con 
un protocolo para la asignación de valor, pero no existe un procedimiento de medición de 
referencia. (v) No hay disponibles, ni materiales, ni procedimientos de medición de referencia 
por acuerdo internacional. En este caso el proveedor puede establecer sus procedimientos de 
medición y/o sus calibradores internos, para soportar la asignación de valor a sus productos 
o ensayo [139].  
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Figura 1-1: Cadena de trazabilidad metrológica 
Cadena ininterrumpida de comparaciones de los resultados de medición hacia una unidad del SI.  
En el caso de los métodos de ensayo para detección de patógenos hay varios procedimientos 
de medición de referencia por acuerdo internacional. En el caso de E. coli y E. coli O157:H7 
se tienen las normas ISO 16649 e ISO 16654 respectivamente, las cuales están referidas al 
método de referencia de cultivo celular. Respecto a los métodos rápidos para detección de 
estos patógenos, la norma ISO/TS 13136: 2012 establece el procedimiento para la 
identificación de E. coli ECEH por PCR en tiempo real, sin embargo, no existen materiales de 
referencia, por lo que de acuerdo con ISO 17511 se ubicaría en el caso 3 de la norma para 
las magnitudes no trazables al SI [42], [46]. 
Los proveedores de ensayos comerciales validan sus productos frente a organizaciones como 
AOAC, AFNOR, entre otros, al compararlo con el procedimiento estándar, con el fin de 
demostrar que su ensayo tiene características iguales o superiores que el método estándar. 
Después de aprobar el ensayo, cada proveedor sigue su propio procedimiento con sus propios 
controles, de tal forma que esta situación es igual al caso 5 de trazabilidad metrológica, en la 
que la trazabilidad del resultado llega hasta al procedimiento o el material generado por el 
proveedor [139]. 
La exactitud del ensayo y del resultado dependen del ensayo comercial utilizado. En el 
momento que se cambie de ensayo comercial, cambia la exactitud y así mismo los criterios 
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de aceptación o rechazo. Esto puede tener implicaciones importantes en la seguridad 
alimentaria, en la transacción comercial de los productos de un país, así como en su 
credibilidad en un determinado mercado cuando en diferentes partes usan distintos ensayos 
para hacer los análisis [15]. 
 Validación de métodos analíticos 
A partir de los resultados obtenidos por un método analítico se pueden tomar decisiones de 
alto impacto en diferentes ámbitos, por lo que es necesario que los métodos sean exactos, 
reproducibles, comparables y trazables. La validación permite demostrar la idoneidad de un 
método de medición de los resultados obtenidos por un laboratorio [64]. 
La validación se realiza con el objetivo de demostrar el desempeño de un método para su uso 
previsto. El proceso de validación permite conocer las limitaciones y la identificación de las 
variables de mayor relevancia que influyen en el desempeño del método. Los parámetros de 
desempeño a evaluar dependen del tipo de método, nivel de validación y del uso previsto del 
método [137]. 
1.7.2.1 Parámetros de validación 
Los parámetros de validación son las propiedades, características o capacidades 
cuantificables que indican la idoneidad del método [140], [141]. Estos parámetros incluyen: 
▪ Exactitud: Es el grado de concordancia entre un valor medido y un valor verdadero 
de un mesurando [142]. 
▪ Precisión: Grado de concordancia entre las indicaciones o los valores medidos 
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo 
condiciones especificadas. 
▪ Intervalo lineal: Intervalo en el cual el instrumento de medición tiene la capacidad de 
obtener resultados proporcionales a la concentración del analito.  
▪ Intervalo de trabajo: Intervalo en el cual el método proporciona resultados con una 
incertidumbre definida. 
▪ Sensibilidad: Es el cambio de respuesta del instrumento que se realiza cuando existe 
un cambio en la concentración del analito.  
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▪ Especificidad: Capacidad de determinar el analito inequívocamente en presencia de 
componentes los cuales se espera que estén presentes. Comúnmente, esto puede 
incluir impurezas, degradantes, matriz, etc. 
▪ Selectividad: Propiedad de un sistema de medición por la que el sistema proporciona 
valores medidos para uno o varios mensurandos, de modo que los valores de cada 
mensurando son independientes entre sí o de otras magnitudes existentes en el 
fenómeno, cuerpo o sustancia en estudio. 
▪ Límite de detección: Es la concentración mínima detectable con cierto nivel de 
confianza. 
▪ Límite de cuantificación:  Es el mínimo nivel de analito que puede ser determinado 
con desempeño aceptable. 
▪ Robustez: Es una medida de la capacidad de un procedimiento analítico para no 
afectarse por pequeñas variaciones premeditadas de los parámetros del método. 
1.7.2.2 Niveles de validación  
Dado que los métodos pueden ser novedosos o variaciones de métodos ya validados, el 
proceso de la validación depende de la procedencia del método. La validación debe ser más 
rigurosa cuando se emplean métodos no normalizados, métodos diseñados y/o desarrollados 
por el laboratorio, métodos normalizados fuera de su ámbito de aplicación, o ampliaciones o 
modificaciones de métodos no normalizados [137]. Hay varios niveles de validación según los 
requerimientos del método. 
• Nivel uno o nivel de emergencia: Se realiza por un solo laboratorio en el caso que 
se requiera usa un método de manera inmediata. Sólo tiene en cuenta los parámetros 
de validación más importantes como linealidad y precisión, con esto se busca tener un 
mínimo grado de confiabilidad a los resultados que se produzcan por medio del método 
usado. 
• Nivel dos o intra-laboratorio: Es desarrollado por un único laboratorio y se tienen en 
cuenta todos los parámetros de calidad del método como límites de detección (LOD), 
cuantificación (LOQ), repetitividad, precisión intermedia, entre otros. Los parámetros 
son escogidos de acuerdo a las características del método y de lo solicitado en la 
norma. 
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• Nivel tres o inter-laboratorio: Es llevado a cabo por más de un laboratorio y se realiza 
la comparación con un método de referencia existente. Los laboratorios participantes 
deben tener cumplir los requisitos establecidos por AOAC. 
• Nivel cuatro o nivel de estudio colaborativo: Es realizado con mínimo ocho 
laboratorios, este nivel es equivalente a un estudio colaborativo completo establecido 
por la AOAC, que debe cumplir con todos los requisitos del caso. Se propone el método 
oficial en cuanto se tenga la información de todos los niveles por los cuales pasó el 
método si éste cumple con todos los parámetros de validación. 
 Materiales de referencia 
Según el VIM [142], un MR es un “material suficientemente homogéneo y estable con respecto 
a propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una medición o 
en un examen de propiedades cualitativas”. Éstas son herramientas usadas en los laboratorios 
para compensar los errores sistemáticos y asegurar la calidad de sus mediciones.  
Los materiales de referencia pueden ser: (i) Sustancias puras (ii) Solución estándar y mezclas 
de gases. (iii) Materiales de referencia en matriz, los cuales son preparados a partir de 
matrices que contienen los componentes de interés. (iv) Materiales de referencia físico-
químicos [143]. Se clasifican en materiales de referencia primarios, secundarios y de trabajo. 
Los materiales de referencia primarios son aquellos cuya caracterización fue realizada con un 
método de medición primario. Los secundarios son aquellos que su valor ha sido asignado 
con respecto a un material de referencia primario y los de trabajo son aquellos que han sido 
preparados por el usuario, empleados como control interno positivo en los procesos de 
medición [144]. 
Los MRC a diferencia de los MR, van acompañados de documentación emitida por un 
organismo autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas 
con incertidumbres y trazabilidades asociadas. Son usados en procesos de validación de 
métodos y estimación de la incertidumbre, verificación del uso correcto del método y la 
calibración de equipos o instrumentos de medida. Su uso permite hacer trazables los 
resultados a una referencia común, en la mayoría de los casos al SI, lo que garantiza que los 
resultados de una medida sean comparables entre distintos laboratorios [145],[146].  
Los MR para mediciones biológicas se pueden encontrar puros o en matriz, pueden ser células 
enteras, material genético o proteínas. Hay varios productores de materiales de referencia 
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biológicos como el Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (NIST, por sus siglas en 
inglés) [147], Centro conjunto de investigación (JRC, por sus siglas en inglés) [148], la OMS 
[149], El instituto Nacional de Metrología de Japón (NMIJ, por sus siglas en inglés), entre otros. 
En la base de datos del Comité Conjunto de Trazabilidad en Laboratorios de Medicina 
(JCTLM, por sus siglas en inglés) [150]  se pueden encontrar los MRC de alto nivel 
metrológico. El único material de referencia certificado en cantidad de ADN es el ERM AD-
623 que cuenta con 6 niveles de concentración [114] el cual se emplea para validación o 
control de calidad de métodos por dPCR [151] 
Las principales técnicas de caracterización y asignación de valor de los materiales de 
referencia certificados son espectrofotometría UV, Fluorescencia [152], gravimetría, qPCR  
[153] y recientemente PCR digital [154]-[155]. Los más grandes productores de estos 
materiales son JRC-IRMM, quienes disponen de cerca de 130 MRC para detección de 
organismos genéticamente modificados (OGM), 4 para ADN. Mientras tanto, NIST 
actualmente registra más de 11 MRC para diferentes aplicaciones relacionadas con ADN.  
En el caso particular de E. coli, existen diferentes materiales de referencia, caracterizados en 
diferentes unidades y por diferentes métodos. Hay un MRC a nivel celular para E. coli 
O157:H7, es negativo en la producción de toxinas Shiga la cual es una característica 
importante en los serotipos patogénicos. Hay un MRC a nivel de ADN genómico de E. coli 
O157:H7 certificado en identidad con un valor nominal de 1.3 ± 0.7 µg, que fue caracterizado 
por espectrofotometría UV VIS con el método PicoGreen. Se usó PCR para identificar la 
especie a través de la amplificación de un segmento del gen fliC, proteína estructural 
característica del flagelo de la bacteria [17].  
Actualmente hay disponibles varios materiales de E. coli que podrían emplearse como 
controles en los procesos de medición, pero éstos se encuentran cuantificados por 
espectrofotometría UV-VIS y no tienen una declaración de trazabilidad ni incertidumbre [156], 
lo que los hace no aptos para considerarse materiales de referencia que puedan establecer 
la comparabilidad entre los resultados de las mediciones.  
La identificación y cuantificación de patógenos en alimentos puede verse beneficiado por el 
uso de dPCR ya que permite la cuantificación exacta de patógenos presentes en una muestra, 
sin la necesidad de un estándar. Por lo tanto, es un método prometedor para la calibración de 
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técnicas y materiales de referencia que vayan a ser usados en varios laboratorios de todo el 
mundo. 
1.7.3.1 Producción de materiales de referencia 
Según la norma ISO 17034:2016 la producción de un material de referencia requiere de varias 
actividades como planeación, control, manipulación, procesamiento y almacenamiento del 
material, evaluación de la homogeneidad y estabilidad, caracterización, asignación del valor 
de la propiedad, incertidumbre y emisión de certificado entre otros documentos [157]. Después 
de determinar la homogeneidad, estabilidad del material y realizar la asignación del valor de 
la propiedad, se realiza la estimación de la incertidumbre del material, teniendo en cuenta 
todas las fuentes de incertidumbre [158]–[160]. El productor de MR debe garantizar la 
trazabilidad, idoneidad de los métodos y del personal involucrado [161]. La OMS brinda 
algunas recomendaciones a tener en cuenta en la producción de materiales de referencia 
biológicos [162]  
1.7.3.2 Homogeneidad 
La homogeneidad es la variación de una propiedad de un material de referencia ya sea dentro 
de un envase o de un envase a otro [163]. Su evaluación permite determinar el grado en que 
las unidades del lote producido tienen el mismo valor de concentración con cierto grado de 
confianza [164]. Cuando se producen MR en el que el tamaño de la muestra requerida para 
el análisis es menor que la cantidad en el envase, lo que permite el uso repetido del material, 
es necesario evaluar la homogeneidad dentro de los viales. Por lo que se requiere determinar 
la cantidad mínima de muestra que se debe tomar para realizar los análisis, en la cual la 
incertidumbre establecida es válida [165].  
1.7.3.3 Caracterización 
La caracterización de un MR es el proceso por el cual se determinan los valores de las 
propiedades que van a ser cuantificadas. La medición puede realizarse empleando uno o 
varios procedimientos, los cuales deben demostrar trazabilidad a referencias establecidas. 
Los valores de propiedad asignados a un MRC pueden ser trazables al SI u otras referencias 
acordadas internacionalmente durante la producción [163].  
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1.7.3.4 Estabilidad  
La evaluación de la estabilidad permite determinar el tiempo en el cual el MR mantiene el valor 
de la propiedad bajo las condiciones establecidas. El seguimiento a corto plazo permite 
determinar la variación del material bajo las condiciones de transporte, mientras que 
seguimiento a largo plazo permite determinar la variación del material bajo las condiciones de 
almacenamiento y uso[166].  
La estabilidad se puede evaluar mediante estudios clásicos o isócronos. En los estudios 
clásicos las muestras son analizadas en la medida que transcurre el tiempo, esto puede 
introducir variabilidad debido al análisis interdías. Mientras que, en los estudios isócronos las 
muestras se analizan en conjunto en condiciones de repetibilidad, una vez ha transcurrido el 
tiempo del estudio, permitiendo evaluar diferentes condiciones (temperatura, tiempo, 





2.1 Objetivo General: 
Desarrollar un candidato a material de referencia usado en la detección y cuantificación de 
Escherichia coli O157:H7 por PCR 
2.2 Objetivos específicos: 
▪ Desarrollar una metodología por PCR para la identificación y cuantificación de 
Escherichia coli O157:H7. 
▪ Preparar un candidato a material de referencia a nivel de ADN que se usará en la 
identificación y cuantificación de Escherichia coli O157:H7 
▪ Evaluar la homogeneidad y estabilidad a corto plazo del candidato a material de 




3. Materiales y métodos 
Para obtener el candidato a material de referencia (MR) de E. coli O157:H7 se realizó una 
producción piloto de ADN genómico en 3 etapas. En la primera se optimizó y validó un método 
para la detección y cuantificación de ADN de Escherichia coli O157:H7 por PCR digital para 
la caracterización del material. En la segunda se optimizaron las condiciones de cultivo y 
extracción de ADN a gran escala para la obtención de ADN de E. coli O157:H7, el cual se usó 
en la tercera etapa para la producción piloto del candidato a MR siguiendo los lineamientos 
establecidos por la norma ISO 17034:2016 [161] y la guía ISO 35:2017 [168]. 
3.1 Reactivos y materiales 
Se usó como plantilla de amplificación, el material de referencia IRMM 449® cuya propiedad 
certificada es la identidad de ADN de E. coli O157 cepa EDL931. El ADN se encontraba en 
presentación liofilizada (con valor informativo de 1,3 µg ± 0,7 µg) y se resuspendió en buffer 
TE 1X para obtener una concentración aproximada de 13,0 ng/µL (~2,14*106 copias /µL). Los 
oligonucleótidos (primers y sondas) liofilizados se resuspendieron y diluyeron hasta una 
concentración de 10 µM, se alicuotaron y almacenaron a -30°C hasta su uso. La enzima EcoRI 
R601A de Promega se usó para la digestión del ADN, siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. 
El buffer iTaq™ Universal Probes Supermix se empleó para los ensayos por qPCR. El buffer 
dPCR™ Supermix for Probes, aceite generador de gotas Oil for Probes, cartuchos droplet 
generator DG8™ Cartrige, láminas perforables PX1™ PCR Plate Sealer y aceite para lectura 
de gotas dPCR™ Droplet Reader Oil se emplearon para los ensayos por ddPCR. 
La amplificación de los fragmentos se hizo en el termociclador CFX96 touch deep well 
C1000/S1000™ (Bio-Rad). En la cuantificación de los fragmentos se empleó el sistema de 
PCR digital en gotas QX200 ddPCR (Bio Rad Referencia: 186-4003). La extracción de ADN a 
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gran escala se realizó en la centrífuga Sorvall Lynx 4000 con rotores Bioflex HC y TH13, 
mientras que a pequeña escala se empleó la centrífuga Heraus™ Megafuge™ 16R con rotor 
Microliter 30 x 2.  
Las cepas de referencia de E. coli O157:H7 usadas para la optimización y preparación del 
candidato fueron ATCC® 700728™ y ATCC® 35150™. La cepa ATCC® 700728™ tiene 
silenciados los genes stx1 y stx2, se usó en la optimización de las condiciones de cultivo y 
extracción de ADN. La cepa ATCC® 35150™ es enterohemorrágica y se usó para la obtención 
del ADN para la producción del candidato a material de referencia.  
El crecimiento de los microorganismos se realizó en los medios de cultivo tripticasa soya 
CM0131 de OXOID, Brilliance™ para E. coli/coliformes CM1046 de OXOID y MacConkey 
Sorbitol 01-729-500 suplementado con cefixima y telurito 06-146LYO1 de Scharlau. Además, 
se usaron los medios líquidos tripticasa soya CM0876 de OXOID y E.C. suplementado con 
novobiocina (20mg/L) SR-181 de OXOID. En el envasado del candidato a MR se emplearon 
crioviales de polipropileno de 1.2 mL Nalgene. 
3.2 Detección y cuantificación de E. coli O157 
En el desarrollo y validación de un método para detectar, clasificar y cuantificar ADN de E. coli 
O157:H7 por PCR, se diseñaron oligonucleótidos (primers y sondas) para la amplificación de 
fragmentos génicos de interés. Se evaluó la amplificación de los oligonucleótidos por qPCR, 
se optimizó y validó las condiciones de amplificación del ADN por ddPCR.  
 Selección de genes y diseño de oligonucleótidos  
Se realizó la búsqueda de genes de única copia, conservados y frecuentemente usados en la 
detección de varios serotipos de E. coli por métodos basados en PCR. Se diseñaron 
oligonucleótidos que permitieron la amplificación de un segmento de los genes, con un tamaño 
inferior a 160 pb. Las secuencias de los oligonucleótidos fueron caracterizadas in silico, con 
los programas SnapGene® Viewer y BLASTN, mediante el tamaño del producto de 
amplificación en pares de bases (pb), el porcentaje GC de los productos de amplificación, la 
formación de auto dímeros, la formación de heterodímeros y la selectividad de los primers in 
silico. 
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 Análisis de fragmentos génicos de E. coli O157:H7 
3.2.2.1 Amplificación de los fragmentos por qPCR 
La mezcla de reacción para la amplificación de las secuencias de ADN estaba compuesta por 
2 µL de ADN, primers con concentración de 500 nM, sondas con concentración de 300nM y 
agua libre de nucleasas en buffer iTaq Universal for Probes a un volumen final de 20μL. La 
reacción de amplificación inició con una denaturación inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de 
40 ciclos a 95ºC por 15 s con anillamiento y extensión a 58°C durante 60 s y una etapa final 
de enfriamiento de 18°C por 10 min.  
La selectividad de los oligonucleótidos diseñados para cada uno de los genes seleccionados, 
se evaluó usando curvas de amplificación y electroforesis de agarosa (2% m/m, 80V, 2 horas). 
Las condiciones de amplificación para todos los genes se optimizaron de tal manera que 
pudieran ser amplificados simultáneamente. La temperatura de fusión para cada uno de los 
productos amplificados se evaluó mediante qPCR usando SYBR Green, siguiendo el 
protocolo de amplificación descrito anteriormente. Adicionando una rampa de calentamiento 
de 60°C a 95°C (0,1°C/ s)  
3.2.2.2 Intervalo lineal y eficiencia de amplificación 
La eficiencia de amplificación para cada uno de los genes seleccionados y el intervalo de 
trabajo del método se evaluó por qPCR, a partir de un conjunto de diluciones gravimétricas 
seriadas del ADN IRMM 449® en el intervalo 1.2x10-5 y 1.2 ng/µL. 
3.2.2.3 Selectividad oligonucleótidos 
La selectividad de cada uno de los oligonucleótidos diseñados, se evaluó por qPCR 
empleando soluciones de ADN de 1 ng/µL de los microorganismos expuestos en la Tabla 3-1. 
(En el Anexo A: Cepario y extracción de ADN se presenta el procedimiento de extracción de 
ADN de los microorganismos empleados en el presente estudio). 
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Tabla 3-1 ADN de cepas usadas en la evaluación de selectividad  
Grupo Microorganismo Referencia 
Grupo Gram (+) 
Staphylococcus aureus ATCC® 6538 
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 
Bacillus cereus ATCC® 10876 
Enterococcus faecalis ATCC® 14506 
Grupo Gram (-) 
Proteus mirabilis ATCC® 12453 
Vibrio parahaemolyticus ATCC® 17802 
Enterobacter aerogenes ATCC® 13048 
Proteus mirabilis ATCC® 12453 
Vibrio parahaemolyticus ATCC® 17802 
Enterobacter aerogenes ATCC® 13048 
Proteus vulgaris ATCC® 33420 
Citrobacter freundii ATCC® 43864 
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC® 13882 
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica ATCC® 23715 
Grupo Shigella  
Shigella boydii ATCC® 9207 
Shigella sonnei ATCC® 9290 
Grupo E. coli 
Escherichia coli ATCC® 25922 
Escherichia coli Medicina (Donada) 
Escherichia coli NCTC 10538 
Escherichia coli ATCC® 8739 
Grupo E. coli 
 enterohemorrágica  
Escherichia coli O104:H4 ATCC® BAA-2326™ 
Escherichia coli O145:NM CDC 99-3311 
Escherichia coli O157:H7 ATCC® 700728™ 
Escherichia coli O157:H7 ATCC® 35150™ 
Grupo Salmonella spp 
Salmonella Thyphimurium INM (Donada) 
Salmonella Thyphi INM (Donada) 
Salmonella enteritidis INM (Donada) 
3.2.2.4 Equivalencia simplex y dúplex 
La equivalencia de la amplificación simplex/dúplex se evaluó amplificando 12 combinaciones 
de genes empleando una solución de ADN IRMM 449® en concentración aproximada de 6,34 
x10-2- ng/µL (10460 copias/µL). Las condiciones de amplificación se describen en el numeral 
3.2.2.1.  
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 Optimización del método  
La mezcla de reacción para la amplificación de las secuencias estaba compuesta por 2 µL de 
ADN, primers (800 nM), sondas (300nM) y agua libre de nucleasas en buffer Super mix ddPCR 
for probes a un volumen final de 22 μL. Las mezclas se prepararon gravimétricamente usando 
como control negativo una mezcla con todos los componentes excepto ADN, el cual se 
reemplazó con buffer TE 1X.   
La generación de gotas se realizó empleando un cartucho, al cual se adicionaron 21 µL de la 
mezcla de reacción con 70 µL de aceite y se transfirieron 42 µL de la suspensión de gotas a 
la placa de ddPCR. Esta fue sellada al calor con una lámina perforable y dispuesta en el 
termociclador para amplificación de los fragmentos.  
La reacción de amplificación inició con una denaturación inicial a 95ºC por 10 minutos para 
activar la enzima polimerasa Hot Start, seguida de 40 ciclos de a 95ºC por 15 s con 
anillamiento y extensión a 58°C durante 60 s, y una etapa final de 18°C por 10 min. En el 
proceso se emplearon rampas de calentamiento de 0.5°C/s. Finalmente, las muestras fueron 
analizadas en el lector de gotas.   
El análisis de datos se realizó utilizando el programa QuantaSoft (BioRad), definiendo el 
umbral de fluorescencia como un valor entre la fluorescencia de las particiones positivas y 
negativas, que distingue claramente las poblaciones. En el laboratorio se usó un volumen de 
partición de 0,819 nL ± 0,086 nL, para calcular la concentración de la muestra en términos de 
copias por μL. Las ecuaciónes 3-1 y 3-2 describen el modelo matemático empleado para 




    Ecuación (3-1) 
Donde 
𝜆 = −𝑙𝑛 (
𝑃𝑁
𝑃𝑇
)    Ecuación (3-2) 
Donde Cm es la concentración de la muestra de PCR en número de copias/µL, PN el número 
de particiones negativas, PT el número total de particiones, V el volumen de partición y d la 
dilución del ADN en el tubo de PCR y lambda (𝜆) corresponde al número de copias por 
partición. 
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Los perfiles de amplificación de cada uno de los genes se caracterizaron por ddPCR usando 
la dilución de ADN de E. coli O157 con una concentración aproximada de 6,33 x10-2 ng/ µL 
(10460 copias/ µL). Para optimizar el método de medición se evaluaron algunos factores que 
afectan la amplificación y cuantificación por ddPCR, teniendo como criterios de aceptación la 
precisión (medida a través del CV), la resolución obtenida entre las poblaciones positivas y 
negativas. Los factores evaluados fueron  
▪ Temperatura de anillamiento: Se evaluó la amplificación en modo simplex en 61.5 
°C, 58.2 °C y 55.6 °C.  
▪ Digestión enzimática: Se realizó la amplificación de los genes con ADN digerido y 
sin digerir con la enzima EcoRI. 
▪ Concentración de primers: Se evaluó a 500 y 800 nM.  
▪ Intervalo de trabajo: Se emplearon 9 niveles de concentración aproximada entre 
9.23 x 10-6 ng/µL a 1.26 x10-2 ng/µL (1.52 copias/µL a 20891.1 copias/µL), 
amplificando las secuencias en modo simplex. Con el objetivo de identificar la 
región donde el método presenta un intervalo lineal con una precisión menor al 
25%. 
▪ Equivalencia simplex dúplex: Se evaluó la amplificación de 12 combinaciones de 
genes en modo simplex y dúplex, usando como plantilla de amplificación ADN 
IRMM 449® a una concentración aproximada de 6,33 x10-2 ng/ µL (10460,5 
copias/ µL). 
▪ Rampa de calentamiento: Se evaluó a 1°C/s y 0,5°C/s. 
 Validación del método  
Una vez se optimizaron las condiciones de amplificación y cuantificación de ADN de E. coli 
por ddPCR, se realizó una validación intralaboratorio del método estimando la concentración 
en número de copias/µL de cada uno de los genes en modo simplex. Los parámetros 
evaluados fueron [170] 
▪ Intervalo lineal: Se cuantificaron 6 niveles de concentración por triplicado, de IRMM 
449® con una concentración aproximada de 1,29 x10-4 ng/µL a 6,61 x10-1 ng/µL 
(21 copias/µL a 109132 copias/µL). A partir de los datos se construyó la gráfica de 
número de copias en función de la dilución de ADN. 
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▪ Precisión: Se evaluaron 4 niveles de concentración, en tres días diferentes con tres 
analistas diferentes. A partir de los datos se empleó un análisis de varianzas para 
determinar la precisión como repetibilidad entre réplicas y la precisión intermedia 
para los ensayos interdías. El criterio de aceptación fue la dispersión inferior al 25% 
en cada nivel medida como CV. 
▪ Límite de cuantificación (LOQ): Se estableció como el nivel más bajo de 
concentración del intervalo lineal que cumpla con los criterios de precisión. 
▪ Límite de detección (LOD): Se evaluaron 6 niveles de concentración (por triplicado) 
por debajo del límite de cuantificación en un intervalo de concentración aproximado 
de 1,2x10-5 ng/µL a 1,2 ng/µL. El LOD se estableció como la concentración para la 
cual se presenta amplificación en todas las réplicas, presentando en conjunto al 
menos nueve particiones positivas. 
▪ Incertidumbre: Se estimó la incertidumbre estándar combinada para el método de 
ensayo para cada uno de los genes evaluados usando los datos de desempeño 
del método [141] 
3.3 Cultivo de E. coli O157:H7 y extracción de ADN 
Las condiciones de cultivo y extracción de ADN se optimizaron empleando la cepa ATCC® 
700728. Posteriormente, se usó la cepa ATCC® 35150 para obtener el ADN de trabajo.  
 Reconstitución de cepas y control de calidad 
Las cepas de E. coli O157:H7 se reconstituyeron inoculando 50 mL de medio TSB con un 
escobillón del microorganismo e incubando a 37°C ± 2°C por 12 horas. Luego, se prepararon 
50 crioviales, mezclando 150 µL de glicerol 50% estéril y 350 µL de medio crecido, los cuales 
se almacenaron en ultracongelador (-80°C). 
El crecimiento y las características de las colonias para cada cepa de E. coli O157:H7 se 
evaluaron en los medios TSA, ECA y CT-SMAC, con el fin de hacer el seguimiento de los 
cultivos en cada pase durante el proceso. La Tabla 3-2 presenta las características de los 
medios usados para el crecimiento de los microorganismos.  
Se inoculó 10 mL de TSB con 100 µL de cada cepa criopreservada en glicerol y se incubaron 
a 37.0°C ± 2.0°C por aproximadamente 20 horas. Adicionalmente, de cada criovial se 
prepararon 6 diluciones seriadas de 100 µL en 900 µL de PBS 1X y se sembraron las 
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diluciones 10-5 y 10-6 en TSA, ECA y CT-SMAC, los cuales se incubaron a 37.0°C ± 2.0°C por 
aproximadamente 14h. 
Tabla 3-2: Medios de cultivo usados para el crecimiento del microorganismo 
Medio de cultivo Descripción 
Agar Tripticasa soya (TSA) Medio nutritivo sólido usado para el crecimiento de los 
microorganismos. Se usó para hacer el conteo de unidades 
formadoras de colonia (UFC).  
Agar EC (ECA) Agar sólido selectivo que tiene cromóforos que permiten diferenciar 
bacterias lactosa (+) y glucuronidasa(+).  Se usó como control de 
calidad para el crecimiento de las enterobacterias durante el 
proceso. 
Agar Mac Conkey Sorbitol 
(modificado) suplementado con 
cefixima y telurito (CT-SMAC) 
Agar sólido selectivo que permite la diferenciación de bacterias 
sorbitol negativas. Suplementado con 25 µg de cefixima y 1,25 mg 
de telurito de potasio. Se usó como control de calidad para las 
bacterias de E. coli O157:H7 durante el proceso. 
Caldo tripticasa soya (TSB) Medio líquido nutritivo se usó para la recuperación y crecimiento de 
los microorganismos. 
Medio EC suplementado con 
novobiocina (ECB+n) 
Medio líquido selectivo suplementado con novobiocina (20mg/L) que 
permite el crecimiento de coliformes fecales y E. coli. Además, inhibe 
crecimiento de bacterias Gram positivas. Se usó para el crecimiento 
de E. coli O157:H7 
El seguimiento de los cultivos se hizo por (i) espectrofotometría, tomando medidas de 
absorbancia a 600nm y 625 nm; (ii) por comparación con escala de McFarland, usando una 
reglilla con líneas horizontales blancas y negras en donde se comparó la turbidez del cultivo 
en tubos de vidrio de 150mm x 13 mm; (ii) por conteo de unidades formadoras de colonia, en 
donde se realizaron diluciones seriadas (1/10) en PBS 1X que se sembraron en TSA, ECA y 
SMAC, e incubaron a 37,0°C ± 1,0°C por aproximadamente 12h-20h. 
 Optimización condiciones de cultivo 
Para la preparación de un candidato a material de referencia a nivel de ADN, fue necesario 
obtener un cultivo masivo, haciendo un escalamiento a partir de un cultivo más pequeño. Las 
condiciones de cultivo se estandarizaron empleando la cepa E coli O157:H7 ATCC® 700728 
teniendo en cuenta el tamaño del inóculo, la temperatura y el tiempo de incubación, la 
velocidad de agitación y el volumen de medio usado. 
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Para escalar el cultivo, primero se obtuvieron colonias aisladas en medio nutritivo, luego a 
partir de una colonia se inocularon 20 mL de medio selectivo (preinóculo) y se incubaron a 
37.0°C ± 2.0 °C hasta que alcanzó una fase estacionaria tardía (aproximadamente 1 x 109 
UFC/mL), posteriormente el preinóculo se amplió a 200 mL (cultivo masivo) para obtener 
finalmente la biomasa a partir de la cual se hizo la extracción de ADN.    
3.3.2.1 Caracterización del preinóculo 
Para optimizar las condiciones de crecimiento del preinóculo, se prepararon diluciones 
seriadas 1/10 en PBS 1X o NaCl 0.9% estéril a partir de un glicerol de E. coli O157:H7 ATCC® 
700728™. Se sembró la dilución 10-6 en medios TSA, ECA y SMAC, luego se incubaron a 
37.0°C ± 2.0°C por aproximadamente 12h - 20 h para obtener colonias aisladas de 2 mm de 
diámetro aproximadamente. 
Una vez se determinó el tiempo de crecimiento de la colonia en el medio nutritivo, se procedió 
a determinar el tiempo al cual se alcanza la mitad de la fase estacionaria de crecimiento en el 
medio ECB+n a partir de una colonia. Se usaron 20 mL y 50mL de medio para evaluar la 
diferencia de crecimiento. Los cultivos se incubaron a 37.0 °C ± 2.0 °C a 150 rpm por 
aproximadamente 12 h y se realizó seguimiento cada hora. 
3.3.2.2 Caracterización del cultivo masivo  
Tras establecer las condiciones de crecimiento del preinóculo, se establecieron las 
condiciones óptimas para hacer el escalamiento del cultivo a 300 mL. Se inoculó con una 
colonia aislada un cultivo de 20 mL crecido por 5 horas a 37.0°C ± 2.0°C y 150 rpm. Del 
preinóculo se tomaron 15 mL para ampliar el cultivo a 300 mL de medio ECB+n y se incubaron 
a 37.0°C ± 2.0°C a 150 rpm por 12 horas.  
Posterior a la inoculación del cultivo masivo, se hizo seguimiento mediante medidas de 
densidad óptica (OD) y conteo de unidades formadoras de colonia cada hora. Para las 
medidas de OD las muestras se diluyeron 4 veces en NaCl 0,9% y se tomaron medidas de 
absorbancia a 600 nm y 625 nm, para determinar el punto en el cual el cultivo alcanza la fase 
estacionaria. Para la estimación de concentración bacteriana se realizaron diluciones seriadas 
1/10 en NaCl 0,9% y se sembraron las diluciones en las que se estimaba obtener entre 300 y 
30 colonias. 
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A partir de 1 ml de cultivo medido cada hora se realizó la extracción de ADN empleando el 
método CTAB-NaCl a pequeña escala (Anexo A), con el fin de evaluar el punto en el que se 
obtiene la mejor calidad y sin cambios apreciables en la concentración de ADN. Las muestras 
se cuantificaron usando NanoDrop™ One C de ThermoFisher, en donde se determinó la 
concentración y calidad de ADN mediante la relación 260/280 y 260/230. La integridad del 
ADN obtenido se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 1%, sembrando 5 µL de cada 
muestra con 5 uL de buffer carga y desarrollo a 100 V por 35 min. 
 Extracción de ADN a gran escala  
Tras definir las condiciones de crecimiento de E. coli O157:H7 a gran escala, se procedió a 
realizar la extracción de ADN con el fin determinar la eficiencia de extracción. Para esto, se 
escaló un cultivo hasta 200 y 300 mL incubados a 37.0 ± 2.0°C y 150 rpm de agitación por 4h. 
Y se procedió hacer la extracción de ADN empleando el método de extracción CTAB-NaCl a 
gran escala (Anexo A: Cepario y extracción de ADN).  
La calidad del ADN obtenido se evaluó por espectrofotometría UV observando el espectro de 
absorción del ADN entre 220 nm y 350 nm, y la pureza a partir de las relaciones 260/280 y 
260/230. La integridad del ADN se evaluó por electroforesis, para lo cual se cargaron 5 µL de 
la dilución 1/10 y 1/100 del ADN en un gel de agarosa al 1% (100V, 40 min). La concentración 
de ADN en ng/µL se estimó por la absorbancia a 260 nm, usando como factor de conversión 
1uA que es equivalente a 50 ng/µL de ADN de doble hebra. La presencia de inhibidores se 
analizó por qPCR a partir de la medición de la eficiencia de amplificación para los genes uidA, 
lacY, eaeA, rfbE, stx1, stx2 y Z3276, usando 6 niveles de concentración del ADN obtenido.  
 Obtención ADN para el candidato a MR 
Una vez se establecieron las condiciones óptimas para el escalamiento del cultivo hasta 200 
mL y la extracción de ADN, se procedió a evaluar el procedimiento usando la cepa E. coli 
O157:H7 ATCC® 35150™, con el fin de confirmar el crecimiento bajo estas condiciones y 
obtener el ADN para la producción del candidato a MR. 
El microrganismo se reconstituyó a partir de un escobillón de E. coli O157:H7, 4° pase 
derivado de ATCC 35150, en 25 mL de caldo nutritivo tripticasa soya (TSB), se incubó a 37°C 
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y 150 rpm por 24 horas. A partir de éste se prepararon crioviales de 500 µL como stock de 
trabajo y se almacenaron a -80°C.  
A partir de un criovial se realizaron 6 diluciones seriadas en PBS, en TSA se sembraron 100 
µL de la última dilución, e incubaron a 37°C por 15 horas. A partir de una colonia, se inocularon 
20 mL de ECB+n (pre-inóculo) y se incubaron por 4 horas a 37°C y 150 rpm. Se escaló a 200 
mL de medio ECB+n con 10 mL del pre-inóculo y se incubó por 4 horas a 37°C y 150 rpm. El 
seguimiento de la morfología de las colonias del microorganismo durante todo el proceso se 
realizó en tres medios de crecimiento: TSA, ECA y CT-SMAC. 
La extracción de ADN se realizó empleando el método de CTAB-NaCl a gran escala (Ver 
Anexo A: Cepario y extracción de ADN). El ADN obtenido se resuspendió en 1 mL de buffer 
TE 1X y se almacenó a 4°C durante la evaluación de calidad y cuantificación por ddPCR. Los 
parámetros de pureza, integridad y presencia de inhibidores se evaluaron por 
espectrofotometría, gel de agarosa y qPCR respectivamente.  
3.4 Producción piloto de un candidato a material de 
referencia 
La producción piloto de un candidato a material de referencia de E. coli O157:H7 a nivel de 
ADN, se realizó a partir del ADN obtenido de la cepa E. coli O157:H7 ATCC® 35150. Para 
ello, se prepararon 7 diluciones gravimétricas del stock de ADN en buffer TE 1X y se estimó 
la concentración del stock de ADN (copias/µL) amplificando el gen Z3276 por ddPCR en tres 
diluciones gravimétricas del stock.  
 Preparación de lotes 
A partir del stock de ADN se prepararon cuatro diluciones gravimétricas para obtener 40 mL 
de los niveles de concentración del piloto, con concentración nominal de 100 copias/µL y 
100000 copias/µL. Se empleó como diluyente buffer TE 1X con RNA total de levadura como 
estabilizador (40ng/µL). Cada nivel fue homogenizado por 2 horas en agitador orbital a 
temperatura ambiente. 
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3.4.1.1 Etiquetado y envasado 
Se diseñó una etiqueta para rotular los tubos empleados en la producción, todos los tubos 
empleados para el material se etiquetaron previo al envasado. Las etiquetas se imprimieron 
en vinilo adhesivo resistente a solventes, con dimensiones de 2 x 3 cm y fueron numeradas 
de unidad 1 a 100 para cada lote. El envasado de los niveles del material se realizó en 
crioviales de polipropileno de 1.2 mL, certificados como libre de pirógenos, ADNasas, 
ARNasas. En cada tubo se adicionaron 500 µl de solución. 
3.4.1.2 Almacenamiento muestras 
Las soluciones candidatas se almacenaron a 4°C, durante la primera semana mientras se 
realizaron los estudios de homogeneidad y la determinación del valor de referencia de los 
lotes.  Posteriormente, se realizó la selección de las muestras requeridas para el estudio de 
estabilidad y monitoreo, las cuales se almacenaron a 4°C y -20 °C, en cajas de cartón 
debidamente marcadas. Finalmente, las muestras remanentes se almacenaron a -80°C. 
 Determinación de cantidad mínima de muestra 
El volumen mínimo de muestra se evaluó empleando volúmenes entre 1 µL a 6 µL y 0.5 µL a 
4 µL para los lotes de 100 copias/µL y 100 000 copias/µL respectivamente. La medición se 
realizó por triplicado, usando tres alícuotas independientes para cada volumen y amplificando 
el gen Z3276 en modo simplex. Como límite máximo de variación se tuvo en cuenta la 
variación del método a ese nivel de concentración. 
 Estudio de homogeneidad  
El número de muestras para la evaluación de la homogeneidad, se determinó como la raíz 
cuadrada del número total de viales generados para cada lote. Las unidades se seleccionaron 
a través de un muestreo aleatorio sistemático. Para definir la homogeneidad del material se 
estableció como incertidumbre objetivo 4.0% para el lote 190402-10P y 3.0% para el lote 
190402-08P. 
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3.4.3.1 Homogeneidad entre viales 
La evaluación de la homogeneidad entre viales se realizó empleando 8 unidades de cada lote, 
seleccionadas a través de un muestreo aleatorio sistemático. Cada una se midió por ddPCR 
en modo simplex con el fragmento correspondiente al gen Z3276, bajo las condiciones 
previamente validadas. En el lote de alta concentración (190401-08P) se midieron tres 
réplicas, mientras que en el lote de baja concentración (190401-10P) se emplearon seis 
réplicas. La contribución a la incertidumbre por homogeneidad se estimó a partir del análisis 
de varianza (ANOVA) de los datos. 
3.4.3.2 Homogeneidad dentro de viales 
Para evaluar homogeneidad dentro del vial, se seleccionó aleatoriamente un vial de cada lote. 
De cada vial se tomaron 6 alícuotas independientes y cada una se midió por triplicado. Cada 
muestra se amplificó por ddPCR en modo simplex con el fragmento correspondiente al gen 
Z3276. A partir del análisis de varianza (ANOVA) se determinó la homogeneidad intrabotella 
del material 
 Asignación valor de referencia 
Una vez se estableció que el material producido era homogéneo, se procedió a estimar el 
valor de referencia para cada lote. Para esto, se siguió el diseño experimental presentado en 
la  
Figura 3-1. De cada lote se tomaron tres muestras durante tres días. La medición se realizó 
empleando las secuencias correspondientes a los fragmentos Z3276 y rfbE en modo simplex 
por triplicado. A partir de los resultados de medición obtenidos se determinó el valor promedio 
para cada gen y se estableció un valor consenso para cada lote, luego se evaluó el sesgo por 
la medición con ambos genes y se estimó la incertidumbre por el proceso de medición. 
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Figura 3-1: Diseño experimental para estimar el valor de referencia 
 Estudio de estabilidad a corto plazo 
La estabilidad a corto plazo se evaluó empleando un estudio isócrono [171], siguiendo el 
diseño experimental descrito en la Figura 3-2 en condiciones de repetibilidad.  Se tomaron 2 
muestras de cada lote a las 2, 4, 8 y 12 semanas, almacenadas a temperaturas de 4°C ± 1°C 
y -20°C ± 1°C, y se transfirieron a la temperatura de referencia -80°C ± 1°C. Después de las 
12 semanas, las muestras se midieron por ddPCR en modo simplex usando el gen Z3276. La 
estabilidad del material bajo cada una de las condiciones evaluadas y su aporte a la 
incertidumbre de medición se estimó a partir del análisis de tendencia (análisis de regresión). 
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4. Resultados y discusión 
4.1 Detección y cuantificación de E. coli O157 
 Selección de genes y diseño de oligonucleótidos  
En la Tabla 4-1 se presentan los genes seleccionados para desarrollar el método de detección 
y cuantificación de ADN de E coli O157:H7. Se encontró que las secuencias son altamente 
conservadas en varias cepas de E coli WT y E. coli O157. El gen eaeA mostró ser 
característico en cepas patogénicas diferentes a E. coli O157. 
Tabla 4-1: Genes usados para la amplificación de E. coli por PCR 
Microorganismo Gen Características Referencias 
Escherichia coli uidA Codifica proteína con actividad beta-D- glucuronidasa, 
relacionada con procesos de obtención de energía. Se 




eaeA Codifica una proteína de adhesión involucrada en el proceso 
de invasión de E. coli al enterocito, pertenece a familia de 
autotransportadores tipo 3 y es un componente integral de la 
membrana. Se encuentra en serotipos asociados a 





rfbE Codifica para una enzima asociada a la biosíntesis de 
lipopolisacáridos (LPS) de membrana que es parte de la 








Subunidad A similar a toxina shiga 1 y 2, tienen actividad N-
glicosilasa RNA. Involucrado en la regulación negativa de 
traducción en las células del húesped. 
[174] 
Una vez se seleccionaron los genes de interés, los primers se diseñaron con una longitud 
entre 18 a 24 pares de bases, un contenido de guanina y citosina (%GC) entre el 40 a 60%, 
de tal forma que la temperatura de anillamiento de cada pareja de primers no difiera en más 
de 2°C y que la temperatura de anillamiento de la sonda este al menos 5 °C por encima que 
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la de los primers. Se buscó que los primers tuvieran las dos primeras y últimas bases 
purínicas, ausencia de secuencias repetitivas o palindrómicas de nucleótidos, que generaran 
fragmentos con tamaño máximo de 160 pb.  
Cada oligonucleótido se analizó usando SnapGener Viewer y OligoAnalyzer 3.1 
(http://www.idtdna.com/calc/analyzer) con el fin de verificar el %GC, temperatura de 
anillamiento y la posible formación de estructuras secundarias, autodímeros o heretodímeros 
con los otros oligonucleótidos. Se observó que las temperaturas reportadas por OligoAnalyzer 
eran altas, con respecto a las temperaturas de amplificación reportadas en los artículos, por 
lo que se usaron las temperaturas reportadas en SnapGene Viewer para hacer el análisis de 
las secuencias.  
En el análisis de estructuras secundarias o dímeros, se tuvo en cuenta que la temperatura de 
fusión de los dímeros fuese menor a la temperatura de amplificación de primers y la energía 
libre de Gibbs fuera mayor a -9 kcal/mol [175]. En la formación de autodímeros o 
heterodímeros con el otro primer se tuvo en cuenta el número de bases que participan en el 
dímero y la energía libre de Gibbs. 
La especificidad de los oligonucleótidos se evaluó in silico, tomando como referencia los 
genomas curados de Escherichia coli str. K12 substr. MG1655 (NC_000913.3), Escherichia 
coli O157:H7 str. Sakai (NC_002695.1) y Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 
(NC_002655.2). Con las secuencias de los genes escogidos se usó el programa SnapGene 
Viewer para determinar la longitud del producto obtenido a partir de amplificación de las 
secuencias de primers, como criterio de selección se tuvo en cuenta que los fragmentos fueran 
de máximo 160 pb.  
Se realizó alineamiento en BLASTn de los productos amplificados contra las bases de datos 
se genomas, excluyendo el taxón Escherichia coli para determinar su unión a otros 
microorganismos distinto al de interés. Durante el análisis se tuvo en cuenta el porcentaje de 
cobertura, el valor E (posible error de BLAST) y el porcentaje de identidad. Los resultados del 
análisis de primers se presentan en el Anexo B: Análisis de secuencias de primers 
Mediante el análisis de las secuencias amplificadas por cada grupo de oligonucleótidos se 
encontró que los productos de amplificación de los genes seleccionados se encuentran en 
varios microorganismos diferentes a E. coli, particularmente en variedades de Shigella, (Tabla 
4-2). Por esta razón se buscó un gen de Escherichia coli que permitiera la diferenciación de 
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otras enterobacterias relacionadas, particularmente Shigella, y un gen de amplificación 
específico de E. coli O157:H7.  
Tabla 4-2: Análisis in silico de selectividad 
Gen Microorganismos en que se presenta 
uidA E. coli, Shigella boydii, Shigella sonnei, 
eaeA E. coli, E. Albertii, Shigella boydii y Citrobacter Rodentium 
Stx1 E. coli, Shigella boydii, Shigella sonnei, Shigella Flexnery, Shigella dysenteriae 
Stx2 E. coli, Shigella boydii, Salmonella enterica 
rfbE E coli, Rikertsiales, Alfa proteobacterium 
Se encontró en literatura el gen lacY que permite la diferenciación entre Shigella y E. coli [176], 
[177]. Además, un fragmento de los genes lacY y phoA permiten la diferenciación de Shigella 
y E. coli de otras enterobacterias [176]. Y los genes LacZ, uidA, cyd y lacY  usados en conjunto 
permiten la diferenciación específica de E. coli frente a otras bacterias [177]. 
El análisis de la secuencia del gen lacY de Escherichia coli K12 (NC_000913.3:c363179-
361926) en la base de datos curada RefSec gene, y mediante el alineamiento en BLASTN 
indicó que se encuentra conservado en varios serotipos de E. coli. Al realizar un alineamiento 
excluyendo E. coli (taxid:562) se encontró que está presente en bacterias como Kluyvera, 
Cronobacter y Enterobacter con alto porcentaje de cobertura y en Shigella con un porcentaje 
de cobertura del 38%.  
El alineamiento del producto de amplificación del gen lacY reportado en la literatura [176], 
[177], mostró qué este no es específico para E. coli sino que también amplifica en Shigella, 
por lo tanto, para aumentar la especificidad al microorganismo de interés se realizó un 
rediseño de los oligonucleótidos usando el programa bioinformático primer 3 y la secuencia 
reportada [176], para amplificar una región no mayor a 180 pb. 
Al realizar análisis bioinformático del gen rfbE, se evidenció que es selectivo para las cepas 
de E. coli O157, pero no es un gen específico para el serotipo E. coli O157:H7. Dado que el 
método en el cual se emplearán las secuencias es para cuantificar ADN E. coli O157:H7, se 
requiere de otro gen que amplifique únicamente en ese serotipo.  
En literatura se reporta un marco de lectura denominado Z3276 que se encuentra entre la 
región 2933340 y 2934474 pb de genoma de E. coli O157:H7 EDL933 (Gen ID: 957303), este 
codifica para una proteína del pili (proteína fimbrial) [108], [178]. Al hacer el análisis in silico 
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contra bases de datos, se encontró que el producto de amplificación es específico para las 
cepas de E. coli O157:H7. 
Se seleccionó un juego de oligonucleótidos (primers y sonda) para la amplificación de cada 
uno de los 7 genes seleccionados (uidA, lacY, stx1, stx2, rfbE, eaeA y Z3276, Tabla 4-3). En 
la selección de los fluoróforos se tuvo en cuenta el sistema de detección del equipo de PCR 
digital en modo gotas para la amplificación en modo dúplex de algunas parejas de genes. 
  
Tabla 4-3: Primers y sondas de E. coli y E. coli O157 por PCR 































115 [14] Z3276-R TTTCTGAGCTGGAACAAGGC 
Z3276-P FAM-ACGGTGTTTTCAGGCTTACAGGTCGT-BHQ1 
BHQ1- Black hole quenchers, FAM- Fluoresceína, HEX-Hexacloro fluoresceína 
 Evaluación de oligonucleótidos por qPCR  
5.1.2.1. Amplificación fragmentos génicos 
Al evaluar la amplificación de los oligonucleótidos seleccionados sobre ADN genómico de E. 
coli O157:H7 mediante qPCR, las secuencias se amplificaron siguiendo un crecimiento 
exponencial. Las sondas marcadas con HEX mostraron una fluorescencia relativa máxima 
alrededor de 2000 UFR mientras que las sondas con FAM presentan fluorescencias máximas 
entre 3800 y 4800 UFR (Figura 4-1) 
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(A)  (B)  
Figura 4-1: Amplificación de fragmentos por qPCR. 
Curvas de fluorescencia relativa en función el número de ciclos del gen stx2 (A) marcado con HEX y el 
gen eaeA (B) marcado con FAM. Cada muestra se amplificó por duplicado. 
Al visualizar los productos de amplificación de la PCR en gel de agarosa los tamaños 
obtenidos corresponden a los esperados para cada fragmento, no se detectó la presencia de 
productos inespecíficos. (Figura 4-2). Debido a que la amplificación de inespecificidades como 
dímeros no son detectables en el gel de agarosa, se realizó una amplificación de las 
secuencias usando SYBR® Green y posteriormente una curva de fusión para analizar el Tm 
de los productos amplificados.  
 
Figura 4-2: Fragmentos amplificados por qPCR. 
Electroforesis agarosa 2% separados a 100V 90 min. Línea 1 marcador de peso ADN (AmpliSize®); 
Línea 2 gen uidA; Línea 3 gen lacY; Línea 4 gen eaeA; Línea 5 gen rfbE; Línea 6 gen stx1; Línea 7 gen 
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Se observó que cada fragmento de amplificación tiene una única temperatura de fusión 
característica (uidA 82°C; lacY 80,5°C; eaeA 77°C; rfbE 75,5°C; stx1 78°C y stx2 81°C). A 
partir de las curvas de temperatura de fusión, en donde el pico corresponde a la temperatura 
característica de cada fragmento, se pudo concluir que cada juego de oligonucleótidos 
amplifica un único fragmento por gen (Figura 4-3). 
 
Figura 4-3: Curvas de temperatura de fusión de fragmentos amplificados. 
Gen uidA, lacY, eaeA, rfbE, stx1 y stx2. De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo 
respectivamente. 
Recientemente se han desarrollado métodos por qPCR que permiten la serotipificación de 
microorganismos empleando múltiples genes [180]. Dado que cada fragmento evaluado 
presenta un tamaño y una temperatura de fusión característica, se podrían desarrollar un 
método de detección por qPCR usando SYBR Green para amplificar los genes en conjunto 
con el objetivo de detectar, identificar y/o serotipificar microorganismos de manera rutinaria 
en los laboratorios de análisis. 
4.1.2.1 Intervalo lineal y eficiencia de amplificación 
La linealidad de cada gen se evaluó amplificando cada conjunto de oligonucleótidos en modo 
simplex, usando como plantilla diluciones seriadas del ADN de E. coli O157:H7 MRC IRMM 
449® (Figura 4-4). La eficiencia se evaluó mediante el análisis de regresión lineal del logaritmo 
de la dilución en función el ciclo de amplificación. La eficiencia se determinó usando la 
ecuación 4-1, donde E  es la eficiencia de amplificación y m es la pendiente de la curva de la 
gráfica [181].  








Figura 4-4: Linealidad de secuencias amplificadas por PCR tiempo real.  
Curvas de amplificación por qPCR (izquierda) y gráficas de linealidad (derecha) para el gen uidA (A) y 
lacY (B). 
Todos los fragmentos amplificados mostraron un comportamiento lineal del ciclo de 
amplificación en función del logaritmo de la dilución de ADN (Tabla 4-4), así como eficiencias 
de amplificación entre 86% y 99%.  
Tabla 4-4: Eficiencias de amplificación para de los genes en ADN E. coli O157:H7. 
Gen Pendiente Intercepto R Eficiencia % Eficiencia 
uidA -3.427 37.598 0.999 1.96 95.8 
lacY -3.710 37.510 0.965 1.86 86.0 
eaeA -3.357 36.507 0.988 1.99 98.6 
rfbE -3.346 36.678 0.996 1.99 99.0 
stx1 -3.661 38.201 0.989 1.88 87.6 
stx2 -3.632 37.903 0.998 1.89 88.5 
Z3276 -3,408 36.834 0.999 1.96 96.5 
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Los genes lacY, stx1 y stx2 presentaron eficiencias inferiores al 90% lo que podría estar 
relacionado con la posible formación de estructuras secundarias como horquillas o al tamaño 
de sus productos de amplificación, dado que son de mayor tamaño con respecto a los otros 
genes [182]. La optimización de las condiciones de amplificación de todos los genes mejoraría 
la eficiencia y los haría adecuados para emplearlos en el método de amplificación por PCR 
digital. 
4.1.2.2 Selectividad de oligonucleótidos 
La selectividad en PCR es la capacidad de amplificar inequívocamente un gen en presencia 
de sustancias que estén presentes en las muestras. En este caso que amplifique únicamente 
los genes presentes en cepas de E. coli o E. coli O157:H7 frente a ADN de otros 
microorganismos que posiblemente se encuentren en las muestras. La selectividad se evaluó 
de las secuencias empleando ADN de otros microorganismos de interés en alimentos (Ver 
Tabla 3-1). Cada ADN tenía una concentración aproximada de 1 ng/µL, por lo que se esperaba 
un Cq entre 20 y 22 ciclos de amplificación, según valor de control positivo (Figura 4-5).  
(A) (B)  
Figura 4-5: Perfil de amplificación de ADN 1ng/µL por qPCR. 
Amplificación de ADN E. coli O157:H7 IRMM 449 (1ng/µL) como control positivo (A) y ADN de 
Staphylococcus aureus derivado de ATCC® 25923 (1ng/µL) como control negativo (B). Cada muestra 
se amplificó por duplicado. 
Al evaluar la selectividad de los genes se presentaron diferentes perfiles de amplificación en 
varios grupos de microorganismos (Tabla 4-5). El gen uidA amplificó en bacterias de E. coli y 
Shigella, en cambio, el gen lacY amplificó en algunas cepas de bacterias Gram (-) y E. coli 
pero no en Shigella, por lo que la amplificación en conjunto de uidA y lacY podría usarse para 
la identificación de especie de bacterias de E. coli.  
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Tabla 4-5: Selectividad de genes por PCR. 
G(+): Gram positivas, G(-): Gram negativas, SH: Shigella, EC: E. coli, STEC: E. coli productoras de 
toxina Shiga y SAL: Salmonella.  
El fragmento del gen lacY no amplificó en ADN de Shigella aunque según el análisis in silico 
el fragmento estaba presente. Lo anterior evidencia algunas discrepancias entre en análisis 
bioinformático y experimental, debidas posiblemente a que en el análisis bioinformático se 
empleó una base de datos no curada, en la que se podrían presentar diferencias en la 
secuencia reportada con respecto al genoma de la cepa empleada.  
El gen eaeA, amplificó las cepas de E. coli O157:H7 y O145:NM del grupo STEC pero no en 
la cepa de E. coli O104:H4. El gen podría usarse como indicador de cepas con capacidad de 
 
 
1 Donada por Laboratorio de Medicina UNAL 
2 ADN de Salmonella, donado por Instituto Nacional de Salud, grupo de Microbiología. 
Grupo Microorganismo Referencia uidA lacY eaeA rfbE stx1 stx2 Z3276 
Grupo 
G(+) 
Staphylococcus aureus ATCC® 6538 - - - - - - - 
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 - - - - - - - 
Bacillus cereus ATCC® 10876 - - - - - - - 
Enterococcus faecalis ATCC® 14506 - - - - - - - 
Grupo 
G(-) 
Proteus mirabilis ATCC® 12453 - - - - - - - 
Vibrio parahaemolyticus ATCC® 17802 - - - - - - - 
Enterobacter aerogenes ATCC® 13048 - - - - - - - 
Proteus vulgaris ATCC® 33420 - - - - - - - 
Citrobacter freundii ATCC® 43864 - + - - - - - 
Klebsiella pneumoniae ATCC® 13882 - + - - - - - 
Yersinia enterocolitica ATCC® 23715 - - - - - - - 
Grupo 
SH 
Shigella boydii ATCC® 9207 + - - - - - - 
Shigella sonnei ATCC® 9290 + - - - - - - 
Grupo 
EC 
Escherichia coli ATCC® 25922 + + - - - - - 
Escherichia coli Donada1 + + - - - - - 
Escherichia coli NCTC 10538 + + - - - - - 
Escherichia coli ATCC® 8739 + + - - - - - 
Grupo 
STEC 
Escherichia coli O104:H4 ATCC® BAA-
2326™ 
+ + - - - + - 
Escherichia coli O145:NM CDC 99-3311 + + + - + + - 
Escherichia coli O157:H7 ATCC® 700728™ + + + + - - + 
Escherichia coli O157:H7 ATCC® 35150™ + + + + + + + 
Grupo 
SAL  
Salmonella thyphimurium Donada2 - - - - - - - 
Salmonella thyphi Donada2 - - - - - - - 
Salmonella enteritidis Donada - - - - - - - 
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adherencia al huésped, aunque los oligonucleótidos diseñados no distinguen todas las cepas 
con capacidad de adherencia. Lo anterior se debe a que este gen presenta múltiples variantes 
en varios serotipos de STEC, por lo tanto se deben usar primers degenerados para su 
identificación [179]. 
Los genes stx1 y stx2 amplificaron en aquellas bacterias de E. coli enterohemorrágicas que 
tenían los genes que codifican las proteínas similares a toxinas Shiga. El gen stx2 amplificó 
en la cepa E. coli O104:H4, mientras que en las cepas de E. coli O145:NM y E. coli O157:H7 
amplificaron los dos genes. Esto evidencia que los oligonucleótidos diseñados permiten 
identificar cepas que contengan genes que codifican para las toxinas Shiga. Los genes rfbE y 
Z3276 amplificaron únicamente en las cepas de E. coli O157:H7, demostrando su selectividad 
hacia esa cepa. 
La evaluación de la selectividad de la amplificación de las secuencias por qPCR es importante, 
dado que la presencia de genes relacionados a los de interés, que posiblemente amplifiquen 
con bajas eficiencias por qPCR podrían generar lluvia en el proceso de cuantificación por PCR 
digital, haciendo que sobreestime la concentración de ADN. La evaluación de la selectividad 
empleando soluciones individuales de ADN de otros microorganismos presentes en alimentos 
es una adecuada aproximación, dado que las secuencias se emplearán en un método para 
cuantificar soluciones puras de ADN de E. coli O157:H7 en la producción de materiales de 
referencia. En el caso de emplear un método para detección en muestras provenientes de 
alimentos se requiere evaluar la selectividad con mayor rigurosidad. 
A partir de los resultados bioinformáticos y experimentales, el gen Z3276 mostró ser adecuado 
para la identificación inequívoca de cepas de E. coli O157:H7. Además, los perfiles de 
amplificación mostrados por cada cepa evaluada con los genes empleados en el estudio 
demuestran que la amplificación de varios genes en conjunto, permitirían la clasificación y/o 
identificación de varios serotipos de E. coli. Se han reportado casos en los que emplean varios 
genes para la serotipificación o discriminación de microorganismos [88], [183], por lo que se 
podría diseñar un método por qPCR para detectar y/o hacer un tamizaje del tipo de 
microorganismos presentes en una muestra.  
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4.1.2.3 Equivalencia dúplex simplex por qPCR 
Antes de evaluar experimentalmente la amplificación dúplex de varias combinaciones de 
genes, se realizó un análisis in silico en OligoAnalyzer® con el fin de predecir la interacción 
entre los oligonucleótidos de los distintos genes. Para aquellas parejas de oligonucleótidos 
que presentarán una energía inferior a -9.0 Kcal/mol, habría alta probabilidad de formación de 
estructuras diméricas, lo que repercutía en disminución en la eficiencia de amplificación 
usando esas parejas de oligonucleótidos. Los resultados del análisis bioinformático se 
presentan en el Anexo C: Análisis secuencias modo dúplex. 
La amplificación en modo simplex y modo dúplex de las posibles combinaciones de genes se 
evaluó experimentalmente. Se amplificó en modo simplex los 7 fragmentos de genes en ADN 
de E. coli O157:H7, IRMM 449® con concentración aproximada de 6.34 x10-2- ng/µL (10460 
copias/µL), en donde se observó un Ct promedio de 23.2. Luego se realizó la combinación en 
modo dúplex, los genes con fluoróforos FAM (lacY, eaeA, stx1, Z3276) con los genes con 
fluoróforos HEX (uidA, rfbE, stx2) (Tabla 4-6).  
Tabla 4-6: Ciclos de amplificación promedio de cada gen en modo dúplex 
 uidA lacY eaeA rfbE stx1 stx2 Z3276 
uidA 23.6 22.8 23.2 N/A 23.5 N/A 22.9 
lacY 23.8 23.0 N/A 23.2 N/A 23.4 N/A 
eaeA 23.7 N/A 23.3 23.0 N/A 23.3 N/A 
rfbE N/A 23.0 23.1 23.0 23.4 N/A 23.0 
stx1 23.6 N/A N/A 23.0 23.0 23.2 N/A 
stx2 N/A 22.8 23.2 N/A 23.3 23.3 22.4 
Z3276 24.2 N/A N/A 23.3 N/A 23.1 23.2 
La región sombreada indica los Cq para los genes evaluados en modo simplex. 
Para evaluar diferencias significativas entre la respuesta de cada gen en modo dúplex vs el 
modo simplex, se realizó una prueba t-student por parejas. Al hacer al análisis estadístico de 
todos los datos, se obtuvo que el gen uidA se puede amplificar en modo dúplex con los genes 
lacY, eaeA y stx1 sin que haya diferencias significativas entre los resultados. El gen rfbE se 
puede amplificar en modo dúplex con cualquiera de los genes evaluados, y el gen stx2 sólo 
se puede amplificar en modo dúplex con los genes lacY y eaeA sin diferencias significativas.  
A partir de los anteriores resultados se podría inferir que los factores por los cuales de obtienen 
respuestas diferenciales entre los genes podrían ser (i) diferencias en las temperaturas 
óptimas de anillamiento, (ii) diferencias en eficiencias de amplificación, el acceso de los 
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oligonucleótidos al ADN plantilla, entre otros. La combinación permitida de amplificación en 
modo dúplex para los genes evaluados por qPCR se presenta en la Tabla 4-7. 
Tabla 4-7: Amplificación en modo dúplex de parejas de oligonucleótidos evaluados 
Genes lacY eaeA Stx1 Z3276 
uidA ✓  ✓  ✓  X 
rfbE ✓  ✓  ✓  ✓  
Stx2 ✓  ✓  X X 
 Optimización de método para cuantificación por PCR 
digital 
Cada uno de los fragmentos génicos amplificó sobre ADN de E. coli O157:H7 MRC IRMM 
449® por PCR digital en modo gotas (ddPCR). El análisis de las amplificaciones muestra la 
adecuada separación de las poblaciones de eventos positivos y negativos para cada uno de 
los genes, en el eje Y se muestran las unidades de fluorescencia relativa y en el eje X se 
muestran el número de eventos para cada muestra, en la parte inferior (negro) se encuentra 
la población de eventos negativos y en la parte superior (verde (HEX), azul (FAM)) se 
encuentra la población de eventos positivos para cada muestra (Figura 4-6). En las gráficas 
se observó pocos eventos entre la población de positivos y negativos (lluvia) lo que indica una 
uniformidad en los patrones de amplificación. 
 (A) (B)  
Figura 4-6: Perfiles de amplificación de genes de E. coli O157:H7 por ddPCR 
Perfiles de amplificación para los genes (A) lacY, eaeA, stx1 y Z3276 (B) uidA, rfbE y stx2. Muestras 
separadas por líneas punteadas amarillas.   
 
Al evaluar la cuantificación absoluta de ADN en la plantilla de E. coli O157:H7 por parte de 
cada uno de los genes amplificados, se observó una variación entre genes del 26%, debida 
principalmente al resultado obtenido por el gen rfbE. Teniendo en cuenta que todos los genes 
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son única copia en el genoma, se esperaría que se obtuvieran valores cercanos en la 
cuantificación del mismo genoma (Figura 4-7) 
En la optimización del método se evaluaron algunos parámetros que afectan la reacción de 
amplificación, para lograr una respuesta homogénea entre los genes evaluados. La 
optimización cubrió los parámetros de temperatura de anillamiento, digestión enzimática, 
concentración de primers y rampas de calentamiento, donde los criterios de selección se 
basaron en la precisión de los resultados y la cantidad de lluvia obtenida [151], [184]. 
 
Figura 4-7: Concentración estimada por genes de E. coli O157:H7 por ddPCR. 
Barras de error representan resultados de triplicado de muestras.  
4.1.3.1 Temperatura de anillamiento 
Cada juego de oligonucleótidos seleccionado, tenía diferentes condiciones de amplificación 
reportadas en literatura (tabla B-2 en Anexo B: Análisis de secuencias de primers), por lo que 
se modificaron algunos parámetros con el objetivo de amplificar en conjunto los fragmentos 
de diferentes genes bajo las mismas condiciones de amplificación. El primer ensayo que se 
realizó consistió en hacer un gradiente de temperatura para todos los genes en el estudio. 
Para cada par de oligonucleótidos se reportaban en literatura diferentes temperaturas de 
anillamiento, que oscilaban entre 56°C y 62°C, por lo que se hizo la cuantificación de ADN a 
61.5°C, 58.2°C y 55.0°C.  
Al evaluar la concentración de ADN (copias/µL) en función de la variación de la temperatura 
para cada uno de los genes (Figura 4-8), no se observaron diferencias significativas, la 
variación medida como CV entre genes fue del 12%, consecuencia especialmente de la mayor 
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al ADN plantilla o a las eficiencias de amplificación de cada gen bajo las condiciones de 
amplificación usadas. 
 
Figura 4-8: Efecto de temperaturas de anillamiento en cuantificación  
Las barras muestran los valores estimados de concentración del ADN IRMM® 449 en número de 
copias/µL para cada gen. Las barras de error corresponden a la variación del triplicado. 
Al analizar las fracciones de positivos y negativos para cada gen a las distintas temperaturas 
no se observaron cambios apreciables en los perfiles de las poblaciones de los genes uidA y 
stx1, por lo que se pueden amplificar en un intervalo de 55°C a 61.5°C sin cambios en la 
cuantificación.  
(A) (B)  
 Figura 4-9: Amplificación por ddPCR a diferentes temperaturas de anillamiento. 
Perfil de las poblaciones en función de la disminución de la temperatura, para los genes lacY (A) y stx2. 
(B). Cada muestra está por duplicado a 61.5°C, 58.2°C y 55.0°C, separadas por una línea amarilla 
punteada. El pozo G02 en (A) y G04 (B) corresponden a los blancos de reacción. 
En el caso de los genes lacY, eaeA y rfbE se observó que al aumentar la temperatura 
disminuye la separación entre las poblaciones, lo que dificulta establecer un umbral entre las 
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poblaciones, por lo que se determinó que la temperatura óptima para la amplificación de estas 
secuencias es 58.2°C, la misma que se estaba manejando en los ensayos.  
Por último, en la gráfica del gen stx2 se observa un aumento en la separación de las 
poblaciones de positivos y negativos al aumentar la temperatura (Figura 4-9 (B)), lo que no 
afecta la cuantificación del ADN. A partir del ensayo se pudo concluir que todos los genes se 
pueden amplificar a 58°C sin que esto afecte la cuantificación de ADN.  
4.1.3.2 Digestión enzimática 
Se ha reportado que hacer digestión enzimática del ADN genómico mejora la accesibilidad de 
primers a la secuencia de interés [184]. Para evaluar el efecto de la digestión enzimática en 
la cuantificación de ADN (i) se hizo un análisis in silico en SnapGene del ADN plantilla para 
seleccionar la enzima que no realizara el corte en los fragmentos de interés. (ii) se realizó una 
digestión enzimática del ADN IRMM 449® con la enzima de restricción EcoRI (Promega) 
según las condiciones del fabricante [185]. (iii) Se prepararon diluciones gravimétricas del 
ADN digerido y sin digerir hasta obtener una concentración de 1,21 ng/µL (~20026 copias/ 
µL). (iv) Se cuantificó el ADN con y sin digestión para determinar diferencias si existen 
significativas entre estos. 
Se empleó como prueba de contraste el test t-student para datos emparejados, con el fin de 
determinar si hay diferencia entre la cuantificación de las muestras al digerir o sin digerir.  El 
análisis estadístico de los datos se presenta en la Tabla D-1 en el Anexo D. Se evidenció 
diferencias significativas entre la respuesta del ADN con y sin digestión, debido a que la 
respuesta para todos los genes aumenta al hacer la digestión enzimática del ADN con 
respecto al ADN sin digerir. Lo anterior podría indicar que la digestión aumenta la accesibilidad 
de los oligonucléotidos a la región objetivo, pero aún se observan diferencias de la respuesta 
entre los genes. Los datos entre genes con digestión muestran una variación entre genes del 
3.5% mientras que sin digestión muestran una variación del 5.3% (Figura 4-10). En donde el 
fragmento que presenta la mayor concentración es el gen stx2. 
Teniendo en cuenta que la digestión enzimática del ADN implica un paso adicional en el 
proceso de medición, así como, un aporte adicional al presupuesto de incertidumbre del 
método de medición. Además, el elevado número de mediciones implicadas tanto en la 
validación como en los procesos de caracterización del material, se decidió no emplear la 
digestión enzimática de las muestras. 
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Figura 4-10: Cuantificación de ADN IRMM 449® con y sin digestión enzimática 
Diagrama de cajas y bigotes presenta los datos de cuantificación de ADN con digestión enzimática con 
EcoRI (verde) y sin digestión (azul) para cada gen. 
4.1.3.3 Concentración de primers 
El efecto del aumento de la concentración de primers sobre la cuantificación absoluta del ADN 
plantilla, se evaluó empleando una concentración de primers de 500 nM y 800 nM. Al observar 
los perfiles de amplificación para cada uno de los genes, no hubo diferencias para los genes 
stx1, stx2 y rfbE, en cambio para los genes uidA, lacY, eaeA y Z3276 se observó un aumento 
en la fluorescencia relativa para la población de gotas positivas (figura 4-11).  
 
 (A) (B)   
Figura 4-11: Efecto de concentración de primers en poblaciones de dPCR 
Efecto del aumento de la concentración de primers en los perfiles de amplificación por ddPCR para los 
fragmentos de genes eaeA (A) y uidA (B). Cada muestra se midió por triplicado empleando 500 y 800 
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Al evaluar el efecto de la concentración de primers en la cuantificación del ADN, no se 
observaron diferencias significativas entre las respuestas obtenidas al emplear 500 nM u 800 
nM de primers, el análisis estadístico de los datos se presenta en la tabla C-1 (Anexo C). Sin 
embargo, se evidencia la disminución de la dispersión de la cuantificación entre los genes al 
aumentar la concentración de primers de 500 nM (CV 12.5%) a 800 nM (CV 8.6%) (Figura 
4-12). La disminución de la dispersión puede deberse a que al aumentar la concentración de 
primers hay mejor distribución de reactivos en todas las particiones, obteniendo mayor 
uniformidad en los datos entre muestras.  
  
Figura 4-12: Efecto de concentración de primers en la cuantificación  
Diagramas de cajas y bigotes de concentración de ADN IRMM 449® de E. coli O157:H7 por cada gen 
al emplear 500 nM de primers (izquierda) y 800 nM de primers (derecha).  
4.1.3.4 Intervalo de trabajo 
Nueve niveles de concentración de ADN de IRMM 449® se cuantificaron por ddPCR, 
empleando los genes en modo simplex para determinar el intervalo de trabajo del método de 
acuerdo con las condiciones descritas en 3.2.3. En los perfiles de amplificación se evidencia 
la disminución de particiones positivas al disminuir la cantidad de ADN en la mezcla de 
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 (a) (b)  
Figura 4-13 Perfiles de amplificación en función de la concentración de ADN 
Amplificación de los genes lacY (a) y rfbE (b) al disminuir la cantidad de ADN en la mezcla de izquierda 
a derecha. Intervalo de concentración mostrado entre 0.5 copias/µL a 1200 copias/µL. 
De acuerdo con la relación entre la cantidad de ADN en el tubo de PCR y la dilución de ADN, 
y teniendo en cuenta los datos de regresión, se evidenció un comportamiento lineal para todos 
los genes entre aproximadamente 1 copia/µL y 7400 copias/µL en el tubo de PCR. Por debajo 
de 1 copia/µL se observa la desviación de la tendencia lineal (Figura 4-14).  
Al calcular la variación por nivel de concentración se observó el aumento en la dispersión de 
los datos al disminuir la concentración de ADN. Por lo que el intervalo que presenta una 
variación inferior al 25% como CV, en el cual se podría hacer cuantificación se encuentra entre 
7 y 7400 copias//µL para todos los genes (Tabla 4-8). Sin embargo, con los ensayos dirigidos 
a uidA, lacY, rfbE, stx2 y Z3276 se podría cubrir un nivel más hacia concentraciones bajas. 
Tabla 4-8 Variación por nivel de concentración en cuantificación por ddPCR  
[ADN] copias/µL Precisión (CV%) 
uidA lacY eaeA rfbE stx1 stx2 Z3276 
7408.3 1.92 3.55 3.63 4.65 4.59 2.13 3.28 
1204.8 1.90 1.08 1.04 1.86 4.05 0.98 1.67 
758.9 3.95 5.86 4.02 1.53 2.13 1.36 2.78 
70.5 1.32 5.16 5.33 4.87 2.12 6.53 1.31 
6.8 11.68 9.50 17.31 8.77 11.61 16.97 3.30 
1.5 5.97 23.54 32.98 11.32 26.00 21.47 17.94 
0.7 33.59 35.43 32.50 35.43 14.94 71.46 40.21 
0.5 18.81 16.65 78.08 16.65 31.37 27.83 61.06 
0.2 44.41 19.60 87.04 19.60 173.21 93.36 96.56 
 
 







Figura 4-14 Intervalo lineal cuantificación E. coli O157:H7 por ddPCR 
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4.1.3.5 Equivalencia simplex-dúplex y rampas de temperatura 
Para hacer la adecuada cuantificación de secuencias por ddPCR en modo dúplex, se requiere 
que las fluorescencias relativas de las poblaciones de gotas positivas y negativas se 
encuentren lo suficientemente separadas para asignar adecuadamente un umbral de 
fluorescencia (Figura 4-15). La población negra (3) corresponde a los eventos negativos para 
los fluoróforos FAM y HEX, la población en azul (1) son los eventos positivos para FAM, la 
población en verde (4) son los eventos positivos para HEX y la población naranja (2) son los 
eventos positivos de FAM y HEX (dobles positivos).  
El comportamiento ideal al realizar la cuantificación por ddPCR en modo dúplex se presenta 
cuando la población de dobles positivos se encuentra completamente separada de la 
población de positivos para FAM y para HEX, como se puede observar en la Figura 4-15 (A), 
esto permite identificar y cuantificar de manera más precisa la fracción de positivos de cada 
gen en el ensayo dúplex, facilitando la cuantificación de cada gen en la muestra 
Al realizar la amplificación de fragmentos en modo dúplex se puede presentar corrimiento en 
la fluorescencia de la población de dobles positivos debido a competencia de los 
oligonucleótidos por el fragmento, falta de accesibilidad de los oligonucleótidos al gen, 
competencia de los oligonucleótidos por los reactivos, diferencias en las eficiencias de 
amplificación, interacciones entre los oligonucleótidos, entre otros casos. El desplazamiento 
de la población de eventos se puede dar hacia la derecha o izquierda (Figura 4-15 B), o hacia 
abajo (Figura 4-15 C).  
La combinación dúplex de los genes uidA - eaeA y uidA - Z3276 presentó un ligero corrimiento 
hacia la derecha de la población de dobles positivos, como en figura 4-15 (B), esto no generó 
inconvenientes al fijar los umbrales de fluorescencia, ni los valores de cuantificación 
reportados por estos genes. En el caso de la combinación rfbE-stx1 se presentó un ligero 
corrimiento hacia la izquierda, sin que afectara los valores de concentración reportados.  
 





Figura 4-15: Diagrama de poblaciones de gotas en modo dúplex por ddPCR 
Perfil de las poblaciones en modo dúplex para los genes uidA-lacY (A) uidA-Z3276 (B) y stx1-stx2 (C).  
Para la combinación stx1 y stx2 se presentó un ligero corrimiento hacia valores de 
fluorescencia menor, como en Figura 4-15 C, sin que se afectaran los valores de 
concentración reportados. En cambio, las otras combinaciones de genes (rfbE - lacY, stx2 - 
lacY, eaeA - rfbE, stx2 - eaeA, Z3276 - rfbE y Z3276 - stx2) presentaron un corrimiento mucho 
mayor hacia fluorescencias bajas, que impidió fijar adecuadamente un umbral de 
fluorescencia para la población de FAM positivos, afectando así la cuantificación de la 
concentración por ddPCR. Por lo tanto, ensayos en dúplex factibles por dPCR son uidA con 
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Gen stx2 modo simplex   Gen stx2 modo dúplex 
 
Gen stx1 modo simplex   Gen stx1 modo dúplex 
 
Figura 4-16 Perfiles de poblaciones en modo simplex vs dúplex de genes stx1 y stx2 
Amplificación de genes stx1 y stx2 en modo simplex (izquierda) y genes amplificados en modo dúplex 
(derecha) en el intervalo de 88 a 8000 copias/µL. Se muestran dos réplicas por concentración evaluada, 
cada réplica está separado por las líneas punteadas amarillas. 
Para determinar el intervalo de medición en el modo dúplex se analizó la equivalencia entre 
el modo simplex y dúplex empleando las secuencias stx1 y stx2. Se amplificaron 4 niveles de 
concentración entre 88 copias/µL y 8000 copias/µL en modo simplex y dúplex en el mismo 
ensayo. Se observó que al aumentar la concentración de ADN en la muestra aumentaba la 
cantidad de lluvia entre las poblaciones en el modo dúplex para el gen stx1, (Figura 4-16) 
dificultando así establecer adecuadamente el umbral de fluorescencia para la cuantificación 
en el nivel de 8000 copias/µL. 
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Figura 4-17 Equivalencia simplex dúplex por ddPCR de genes 
Comportamiento lineal entre datos de concentración en copias/µL reportados por gen stx1 (izquierda) 
y stx2 (derecha) en modo dúplex en funcion de modo simplex. 
A partir de los datos de concentración reportados, se construyó una gráfica de concentración 
en modo simplex en función de la concentración en modo dúplex. Aunque los datos 
aparentemente presentaron un comportamiento lineal (Figura 4-17.), al realizar el análisis 
estadístico de regresión, se observó que las gráficas no cumplen con los criterios de linealidad 
(Tabla D-4 en Anexo D), lo cual se pudo deber a la alta dispersión de los datos en el nivel de 
máxima concentración evaluada en el modo dúplex.  
Con el objetivo de separar las poblaciones de positivos y negativos en muestras con 
concentración cercana a 1000 copias/µL en modo dúplex, se evaluó la disminución de la 
rampa de calentamiento en el proceso de termociclado. Se usó una rampa de 0,5°C/s para 
mejorar un calentamiento homogéneo de toda la muestra, obteniendo una mayor separación 
de las poblaciones en modo dúplex (Figura 4-18). 
Al hacer la cuantificación en modo dúplex se observó que el valor de cuantificación obtenido 
por el gen que presenta el desplazamiento de fluorescencia es menor con respecto al gen que 
no presenta dicho desplazamiento, esto puede deberse a la dificultar de establecer el umbral 
entre las poblaciones de positivos y negativos para esta secuencia. Además, disminuye el 
intervalo lineal del método de 8000 a 1000 copias/µL. Esto posiblemente es consecuencia de 
la competencia entre los oligonucleótidos por la secuencia de interés. Por lo anterior, se 
recomienda realizar la amplificación de las secuencias por ddPCR para cuantificar en modo 
simplex. 
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 (A)  
(B)  
Figura 4-18: Efecto de rampas de calentamiento en perfiles de poblaciones  
Perfil de las poblaciones en modo dúplex para los genes stx1-stx2 Con rampa de calentamiento 1°C/s 
(A) y 0.5°C/s (B).  
A partir de los resultados obtenidos se determinó que para realizar la cuantificación de E. coli 
O157:H7 por dPCR se recomienda emplear ADN genómico íntegro y realizar la amplificación 
de los siete genes en el estudio en modo simplex con una temperatura de anillamiento de 
58.2°C y 800 nM de primers. Los valores de eficiencia obtenidos para cada uno de los genes 
son similares a aquellos reportados en literatura [87], [88], [186], por lo que son adecuados 
para emplearlos en el método de medición. Los genes evaluados mostraron que se podrían 
amplificar en modo dúplex por qPCR sin diferencias significativas, mientras que, por dPCR se 
pueden amplificar en modo dúplex sólo si se va a determinar la concentración de ADN entre 
8 copias/µL a 1000 copias/µL. 
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 Validación de método para cuantificación por PCR digital 
Con base en los resultados de la optimización del método, se procedió a validar un método 
por ddPCR para cuantificar ADN genómico de E. coli O157:H7 con el objetivo de usarlo en la 
caracterización de un candidato a material de referencia. La amplificación de los genes uidA, 
lacY, eaeA, rfbE, stx1, stx2 y Z3276 se validó en modo simplex, empleando 6 niveles de 
concentración, como se describe en 3.2.4. 
4.1.4.1 Intervalo lineal y límite de cuantificación 
A partir de los datos obtenidos para las réplicas evaluadas en cada nivel se estimó la 
concentración promedio y se graficó en número de copias/µL en función de la dilución de ADN 
(Figura 4-19). Todos los genes presentaron el mismo comportamiento para los niveles de 
concentración evaluados. 
 
Figura 4-19: Intervalo lineal cuantificación de ADN por ddPCR 
Relación lineal de concentración de ADN en número de copias/µL en función de la dilución de ADN 
para los genes Z3276 y rfbE.  
Tabla 4-9: Resultados análisis de regresión lineal de genes validados 
Gen Pendiente Intercepto 
Coeficiente de 
correlación (r2) 
uidA 1516070 ± 7553 -5.3 ± 13.9 0.999 
lacY 1652697 ± 14605 -17.8 ± 26.5 0.999 
eaeA 1732747 ± 15360 -21.2 ± 28.8 0.999 
rfbE 1688518 ± 19028 -12.1 ± 34.8 0.999 
stx1 1683566 ± 19537 -23.5 ± 35.4 0.999 
stx2 1894405 ± 11534 -22.3 ± 21.3 1.000 
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El análisis de regresión se realizó teniendo como criterios de aceptación un coeficiente de 
correlación lineal (R2) mayor a 0.990, una pendiente significativamente diferente de cero, un 
intercepto significativamente igual a cero con un 95% de confianza, así como una prueba de 
falta de ajuste (Tabla 4-9)  
Para determinar el intervalo de trabajo del método, se estableció como criterio adicional una 
precisión medida como CV inferior al 25%, los resultados indican que la menor variación del 
método se encuentra hacia una concentración de 1200 copias/µL y hacia concentraciones 
mayores o menores aumentaba la variación (Tabla 4-10). El nivel de concentración de 
aproximadamente 1 copia/µL presentó una variación superior al 25% en varios genes, por lo 
que a este nivel de concentración no se recomienda hacer cuantificación. 




uidA lacY eaeA rfbE stx1 stx2 Z3276 
7408,3 1.92 3.55 3.63 4.65 4.59 2.13 3.28 
1204,8 1.90 1.08 1.04 1.86 4.05 0.98 1.67 
758,9 3.95 586 4.02 1.53 2.13 1.36 2.78 
70,5 1.32 5.16 5.33 4.87 2.12 6.53 1.31 
8,6 11.68 9.50 17.31 8.77 11.61 16.97 3.30 
1,5 5.97 23.54 32.98 11.32 26.00 21.47 17.94 
 
A partir de los resultados anteriores, se estableció que el intervalo lineal del método está entre 
1,48 a 7408 copias/µL en la mezcla de reacción, mientras que el intervalo de medición se 
encuentra entre 8,6 a 7408 copias/µL en la mezcla de PCR. Se observó en literatura que los 
criterios para establecer el LOQ para métodos de cuantificación por dPCR varían según el uso 
previsto del método [112], [151]. Como a bajas concentraciones de ADN los efectos 
estocásticos tienen gran impacto en la cuantificación de ácidos nucleicos es de gran 
importancia establecer la máxima variación permitida para el límite de cuantificación, esto 
hace que, al estimar la concentración de soluciones de ADN a bajas concentraciones se tenga 
confianza en el resultado de la medida.  
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4.1.4.1 Límite de detección 
Al cuantificar los seis niveles de concentración empleando muestras entre 1 copia/µL a 20 
copias/µL, se alcanzó una concentración estimada de 0,09 copias/µL a 1,60 copias/µL en las 
mezclas de PCR. Se observó la disminución de las particiones positivas al disminuir la 
cantidad de ADN plantilla (Figura 4-20)  En todos los genes amplificados se observó que el 
límite de detección corresponde a una concentración aproximada de 0,27 copias/µL en la 
mezcla de reacción y una dilución de ADN del orden de 1,55 x10-6, lo cual sería equivalente a 
detectar ADN en una muestra que contiene alrededor de 3 copias/µL.  
  
Figura 4-20: Determinación límite de detección de método por ddPCR.  
Cada barra corresponde a la suma de las particiones positivas obtenida a partir de tres réplicas para 
cada uno de los genes. 
El límite de detección basado en el criterio de la amplificación de todas las réplicas con al 
menos nueve particiones positivas entre todas, permite diferenciar con confianza un blanco 
de una muestra positiva con baja concentración. Dado que el uso previsto del método es la 
cuantificación de ADN para la caracterización de materiales de referencia, la concentración 
del número de copias de la secuencia objetivo en las muestras siempre se encontrará muy 
por encima de la LOD, por lo que la estimación aproximada del LOD es suficiente [151]. Al 
revisar en literatura LOD reportado para métodos por dPCR, se observó que se encuentran 
por debajo de  1 copia/µL y los criterios de aceptación varían según el uso previsto del método 
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4.1.4.2 Precisión 
La precisión del método se evaluó midiendo cada nivel de concentración por triplicado durante 
3 días. Se empleó un análisis de varianza de un factor (ANOVA) para evaluar precisión a 
través de la repetibilidad y la precisión intermedia. La repetibilidad es la dispersión obtenida 
bajo las mismas condiciones de operación en un intervalo corto de tiempo y la precisión 
intermedia es la dispersión obtenida dentro del laboratorio por diferentes analistas, diferentes 
equipos, días distintos con la misma muestra homogénea. La repetibilidad se calculó 
empleando los datos del ANOVA mediante la ecuación 4-2 y la precisión intermedia con la 




      Ecuación 4-2 
 
𝑠𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚,𝑟𝑒𝑙 =
√𝐶𝑀𝐸  − 𝐶𝑀𝐷
𝑛𝑟𝑒𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠
𝐶𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜
     Ecuación 4-3 
Donde 𝐶𝑀𝐸: cuadrado medio entre calculado mediante ANOVA, 𝐶𝑀𝐷: cuadrado medio entre 
calculado mediante ANOVA, 𝑛𝑟𝑒𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠: número de réplicas por ensayo, 𝐶𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 : 
concentración promedio en copias/µL calculada a partir de todos los ensayos.  
 
Tras hacer el análisis se evidenció que en la mayoría de los niveles evaluados la variación 
entre las réplicas fue mayor que la variación entre muestras, por lo que se asumió que no 
hubo variación por precisión inter días significativa [163]. En la Tabla 4-11 se presenta la 
variación por repetibilidad para cada nivel de concentración evaluado, en donde se demostró 
que al disminuir la concentración de ADN aumenta la variación para todos los genes. Además, 
el gen que mostró menor variabilidad al hacer la cuantificación de ADN es el Z3276, el cual 
es específico para amplificar E. coli O157:H7. 










uidA lacY eaeA rfbE stx1 stx2 Z3276 
1 88685.3 7920.7 3.70 3.16 5.08 3.70 3.86 4.77 2.13 
2 8644.6 718.3 3.31 4.00 6.23 1.05 1.53 2.89 3.69 
3 816.2 66.5 6.20 3.72 10.05 4.27 3.16 13.62 3.34 
4 80.9 6.6 9.95 9.67 10.63 6.46 10.98 12.73 6.11 
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Los resultados evidencian que el nivel al cual se presenta la mejor precisión es cercano a las 
800 copias/µL, por lo que, si se desea obtener un valor de concentración de ADN con baja 
incertidumbre asociada se debe buscar que la muestra alcance dicha concentración en la 
mezcla de PCR. Si bien el método presenta alta dispersión por repetibilidad, debida 
principalmente a la variabilidad propia del método (eficiencias de amplificación, sesgo entre 
genes, efectos aleatorios de distribución de muestra, entre otros), la variabilidad por 
repetibilidad es lo suficientemente grande que no permite ver la variación por precisión 
intermedia, además daría indicios de que el método es poco influenciado por pequeñas 
variaciones realizadas intencionalmente [151].  
4.1.4.3 Incertidumbre 
La contribución a la incertidumbre por el método se estimó usando un análisis de varianza 
ANOVA a partir de los datos de cuantificación obtenidos en tres días diferentes (Anexo E: 
Datos producción piloto). La incertidumbre debida a la repetibilidad del método se estimó a 
partir de los datos de precisión mediante el análisis de ANOVA, empleando las ecuaciones 4-
4, 4-5 y 4-6. 
𝑢𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 = √𝑢𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜
2 + 𝑢𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖ó𝑛
2    Ecuación 4-4 





















    Ecuación 4-6 
En donde 𝑢𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 y 𝑢𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 corresponden a las incertidumbres de la muestra y del modelo 
matemático empleado respectivamente,  𝑛 los días de medición, 𝜆 el número de copias por 
partición, D la dilución del ADN y v el volumen de la gota. 𝑠𝑟𝑒𝑝𝑒𝑎𝑡 y 𝑠𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚 son las desviaciones 
estándar relativas estimadas en precisión (4.1.4.2). En la Figura 4-21 se presentan las fuentes 
que aportan a la incertidumbre del resultado de medición. 
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Figura 4-21: Fuentes de incertidumbre asociadas a la cuantificación  
 








u precisión (%) u modelo 
matemático 
(%) uidA lacY eaeA rfbE uidA stx2 Z3276 
1 7920.7 88685.3 2.06 1.64 5.59 1.86 2,21 5.03 1.31 3.3 
2 718.3 8644.6 1.97 2.37 3.84 1.04 1.10 1.48 2.25 1.7 
3 66.5 816.2 3.14 2.23 5.20 2.70 1.88 7.09 1.73 3.8 
4 6.6 80.9 6.60 6.53 5.35 3.30 6.41 7.08 3.56 11.3 
 
En la Tabla 4-12 se presentan los aportes a la incertidumbre debidos a la precisión y al modelo 
matemático para cada gen por nivel de concentración. De acuerdo con todos los datos 
obtenidos en la validación, la incertidumbre asociada a la precisión varía entre el 1% y 7% 
mientras que, la incertidumbre relativa asociada con el modelo matemático varía entre 2% y 
11%, en donde la máxima contribución corresponde al factor 𝜆, el cual representa del 50% al 
90% del aporte a la incertidumbre asociada al modelo. 
Al tener en cuenta la incertidumbre combinada relativa se observó que aumenta al disminuir 
el nivel de concentración, lo cual se debe principalmente al aporte incertidumbre por el modelo 
matemático. El nivel en el que se presentó la menor incertidumbre es el de 700 copias/ µL y 
los genes que mostraron menor incertidumbre fueron rfbE y Z3276, mientras que los genes 
eaeA y stx2 presentaron las mayores incertidumbres (Figura 4-22).  
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Figura 4-22: Incertidumbre de medida para cada nivel de concentración 
Según los resultados de la validación, el método presentado puede cuantificar la 
concentración de ADN genómico de serotipos de E. coli de 8 copias/µL a 8000 copias/µL, con 
un límite de detección de 0.3 copias/µL en la mezcla de PCR. El método presentó una 
precisión entre 1% a 10%, con incertidumbres relativas entre 1.0% a 12.0% en el intervalo de 
trabajo. Debido a la selectividad presentada por los genes evaluados, el método puede usarse 
para estimar la concentración de ADN de las muestras en la producción de materiales de 
referencia de este microorganismo y para distinguir entre varios serotipos de E. coli.  
Teniendo en cuenta los resultados de incertidumbre y precisión intermedia, se propuso la 
amplificación de los genes Z3276 y rfbE para la caracterización del ADN de E. coli O157:H7 
candidato a material de referencia, mientras que los otros genes podrían ser empleados para 
suministrar información adicional. Finalmente, para obtener datos de concentración con las 
menores incertidumbres se recomienda preparar la mezcla de reacción de tal forma que haya 
cerca de 1000 copias/µL, dado que a ese nivel de concentración se presentó la menor 
incertidumbre y mayor precisión. 
4.2 Cultivo y extracción de ADN 
 Evaluación crecimiento de cepas E. coli O157:H7 
Las cepas de E. coli O157:H7 se crecieron en los medios TSA, ECA y CT-SMAC. Tras la 
incubación de los medios se realizó el conteo y se observaron las características de las 
colonias. Las colonias de E. coli O157:H7 derivadas de ATCC® 700728 no crecieron en el 
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medio CT-SMAC, por lo que el seguimiento de su crecimiento se hizo en el medio sin 
suplementar (SMAC). La morfología de las colonias fue la misma para las dos cepas en el 
estudio. En la Figura 4-23 se presenta la morfología de las colonias (i) En medio TSA colonias 
redondas, convexas de aproximadamente 2mm de diámetro, bordes definidos y con efecto 
tornasol sobre la superficie al verlas a contraluz. (ii) En medio ECA colonias puntiformes 
redondas convexas de aproximadamente 1mm de diámetro, con el centro rosado, bordes 
definidos y un halo rosa tenue debido a la ausencia en la expresión de la enzima 
glucuronidasa. (iii) En medio CT-SMAC se observaron colonias puntiformes redondas, 
convexas de aproximadamente 1mm de diámetro, bordes definidos, translúcidas sin virar el 
medio rojo-violeta. 
Debido a que los medios selectivos diferenciales presentan restricciones nutricionales con 
respecto a los medios nutritivos, se esperaba que crecieran más colonias en el medio nutritivo 
TSA, con respecto a los medios selectivos ECA y SMAC. Al analizar los datos obtenidos en 
el conteo (Tabla 4-13), se observó mayor crecimiento de colonias en el medio ECA que en el 
TSA, lo que puede deberse a que en este medio se presenta la mayor tasa de recuperación 
de las bacterias. En el agar SMAC se observó alrededor de 40% de crecimiento de colonias 
menos con respecto al crecimiento en el agar TSA. No se observó el crecimiento de colonias 
en los controles de esterilidad de los medios empleados (incubación de 1 caja Petri a 
37,0°C±1,0°C por 24-48 h).  
 
Figura 4-23: Colonias de E. coli O157:H7 en agares 
Crecimiento de colonias de E. coli O157:H7 derivada de ATCC® 35150 en agares TSA, ECA y CT-
SMAC. Se sembraron 100 μL de la dilución 10-6 del criovial de preservación del microorganismo y se 
incubó a 37°C por 15 horas. 
TSA ECA CT-SMAC 
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Dilución 10-5 Dilución 10-6 
ATCC® 700728 
TSA 385/405 31/37 3,68x108 
ECA 526 54 5,33x108 
SMAC 272 35 3,11x108 
ATCC® 35150 
TSA 516/554 42 4,97x108 
ECA 721 41 5,66x108 
SMAC 613 INC # 6,13x108 
INC# Incontable 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores y que el medio ECA no puede ser esterilizado 
por autoclave debido a la degradación de los cromóforos que contiene, se eligió el TSA como 
medio para realizar el conteo de UFC/mL, mientras que los agares ECA y SMAC se usaron 
para hacer seguimiento de control de calidad. 
 Caracterización preinóculo 
Tras obtener una colonia aislada de E. coli O157:H7 derivada de ATCC 700728 en medio 
TSA, se inocularon 50 mL de medio líquido selectivo suplementado con novobiocina (20mg/L) 
(ECB+n) y se incubaron a 37.0 ± 2.0 °C a 150 rpm (Figura 4-24).  
En los datos obtenidos de microorganismo viable (UFC/mL) se observó un crecimiento 
exponencial hasta las 4 horas, alcanzando la fase estacionaria después de las 5 horas. En 
cambio, al tener en cuenta la OD y la escala de Mac Farland se observó un aumento con 
cambio en la pendiente después de las 7 horas, debido a disminución de nutrientes y la 
consecuente diminución de la velocidad de crecimiento bacteriano. A partir de los resultados 
obtenidos, se estableció que el tiempo óptimo de incubación del preinóculo es de 5 horas. 
Dado que a este tiempo se encuentra la mayor concentración de células viables en el inicio 
de la fase estacionaria. 
Teniendo en cuenta que el escalamiento del cultivo se realizaría a volumen de 300mL para el 
estudio de crecimiento y a 200 mL para la obtención de ADN, empleando un inóculo de 1:20 
(entre 10.0 a 15.0 mL). Se comparó el crecimiento del microorganismo en 20 mL de medio 
contra 50 mL inoculados con una colonia (Figura 4-25). Durante el proceso de optimización 
se observó que hay diferencia en el tiempo de crecimiento del microorganismo al cambiar el 
volumen del medio. Al disminuir el volumen en un 60% la diferencia en tiempo para alcanzar 
una OD de aproximadamente tres unidades, es de alrededor de 20 a 30 minutos.  
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 (A)  
(B)  
Figura 4-24: Crecimiento de E. coli O157:H7 en preinóculo de 50 mL. 
Crecimiento de E. coli O157:H7 derivada de ATCC® 700728 en 50 ml de medio ECB+n inoculado con 
una colonia aislada. Crecimiento en función del tiempo en unidades de UFC/ml (A) Densidad óptica 
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Figura 4-25: Crecimiento de E: coli O157:H7 en diferentes volúmenes de preinóculo. 
Crecimiento de E coli O157:H7 derivada de ATCC en 50mL (rojo) y 20 mL (azul) de medio ECB+n 
inoculado con una colonia. 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores se ajustó el cultivo a una OD de 2 unidades 
medido a 600 nm o una turbidez equivalente al estándar de Mac Farland 6, estableciendo 
tiempos aproximados de control, en lugar de estandarizar según el tiempo de cultivo para 
hacer el escalamiento, debido a que factores como pequeñas variaciones en la cantidad y 
temperatura del inóculo pueden afectar el crecimiento del microorganismo.  
 Caracterización del cultivo masivo 
Tras obtener una colonia aislada de E. coli O157:H7 derivada de ATCC 700728 en medio 
TSA, se inocularon 20 mL de medio ECB+n y se incubaron a 37.0 ± 2.0 °C a 150 rpm por 4 
horas hasta alcanzar una OD de 2.01 y una concentración de 1.18 x 109 UFC/mL. Se tomaron 
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Figura 4-26: Crecimiento de E. coli O157:H7 en 300 mL de medio ECB+n 
Crecimiento de E. coli O157:H7 derivada de ATCC® 700728 en 300 ml de medio ECB+n inoculado en 
proporción 1:20. Crecimiento en función del tiempo en unidades de UFC/ml (A) densidad óptica (DO) 
(AyB) y estándar de MacFarland (B) 
 A partir de los resultados obtenidos de DO se observó que el cultivo aparentemente tiende a 
alcanzar la fase estacionaria después de las 7 horas, mientras que al tener en cuenta la 
concentración de células viables (UFC/mL) y los estándares de MacFarland, se observó que 
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la mejor calidad de ADN para producción piloto de un candidato a material de referencia, se 
realizó la extracción de ADN a una muestra obtenida cada hora (Figura 4-27). A las 5 horas 
de crecimiento se obtiene la mayor concentración de ADN obtenida a partir de 1mL (132.7± 
24.0 ng/µL).  
(A)  
(B)  
Figura 4-27: Concentración y calidad de ADN E. coli O157:H7 en función del tiempo 
Cambio de concentración de ADN en ng/µL durante crecimiento de E. coli O157:H7 ATCC® 700728 en 
cultivo masivo (A). Cultivo de 300 mL de medio ECB+n inoculados con 15 mL de preinóculo,  incubación 
a 37,0°C ±1,0 °C y 150 rpm. Gel de electroforesis de agarosa 1% corrido a 100 V por 35 min. Muestras 
de ADN obtenidas a partir de 1 mL de muestra cada hora. Marcador de peso GenerRuler™ 1kb Ladder 
de Thermo Scientific (B). 
Los resultados indican que después de que el cultivo alcanza la fase estacionaria, la cantidad 
de ADN obtenido disminuye. Al tener en cuenta la integridad del ADN se observó una banda 
de alto peso molecular (5 Mpb), a partir de las 5 horas se presentó una banda difusa bajo la 
banda de alto peso molecular, además empezó a aparecer la banda relacionada con  RNA 
(<500 pb). Teniendo en cuenta lo anterior, se estableció que el momento adecuado para 
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una OD de 3 unidades, equivalente a un estándar de MacFarland 9, tras 4 horas después de 
realizar un inóculo 1:20 del cultivo. 
 Extracción de ADN 
Se realizó el escalamiento de dos cultivos independientes a 200 y 300 mL. Para esto, se 
obtuvieron colonias aisladas en TSA con las que se inocularon 2 cultivos de 20 mL de medio 
ECB+n, incubados a 37.0 ± 2.0 °C a 150 rpm por aproximadamente 5 horas hasta alcanzar 
una OD de 2,16 y una concentración de 1,10 x 109 UFC/mL. Se realizó un inóculo 1:20 a cada 
uno de los cultivos y se incubaron a 37.0 ± 2.0 °C a 150 rpm por 4 horas, posteriormente se 
realizó la extracción de ADN de cada cultivo.  

















200 mL 2.76 6 9.37 x 108 1.14 ± 0.10 2937.0 ± 2.1 1.92 2.04 
300 mL 2.68 6 9.23 x 108 1.38 ± 0.10 3782.0 ± 0.7 1.93 2.02 
Los rendimientos de extracción a partir de los cultivos con diferentes volúmenes, se presentan 
en la Tabla 4-14. Se evidencia que la cantidad de ADN obtenido es proporcional al volumen 
del medio empleado, además se obtiene ADN sin presencia de proteínas o contaminantes 
provenientes de la extracción. La integridad del ADN analizada electroforéticamente (Figura 
4-28) se presentan bandas definidas de alto peso molecular y bandas <500 pb en ambos 
cultivos, que corresponden al ADN genómico y RNA respectivamente, lo que evidencia que 
se debe aumentar la concentración y el tiempo de digestión con RNAsa. 
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Figura 4-28: Integridad de ADN de E. coli O157:H7 
Electroforesis en gel de agarosa al 1% separada a 80V por 45 min. ADN obtenido a partir de cultivos 
de E. coli O157:H7 derivada de ATCC® 700728. Marcador de peso molecular GeneRuler® 1Kb (carril 
1) y ADN extraído a partir de 200 mL (carril 2) y 300 mL (carril 3).  
 Obtención de ADN para candidato a material de referencia 
Para obtener el ADN se partió de un criovial de E. coli O157:H7 derivado de ATCC® 35150. 
Se obtuvo una colonia aislada en TSA con la cual se inoculó 20 mL de medio ECB+n, se 
incubaron a 37.0°C ± 2.0 °C a 150 rpm por aproximadamente 4 horas hasta alcanzar una 
turbidez similar al estándar 7 de la escala de Mac Farland y una concentración de 1,08 x 109 
UFC/mL.  
Se realizó el escalamiento del cultivo a 200 mL con un inóculo 1:20 y se incubó a 37.0°C ± 2.0 
°C a 150 rpm por aproximadamente 4 horas, el cual alcanzó una turbidez similar al estándar 
10 de Mac Farland con una concentración de 1,10 x 109 UFC/mL. Durante el proceso de cultivo 
la cepa derivada de ATCC 35150 presentó un color blancuzco similar a la leche, lo que afecto 
la comparación de la turbidez del cultivo con la escala de Mac Farland. 
A partir de los 200 mL de cultivo se obtuvo un pellet con masa húmeda de 0,730 g ± 0,1 g del 
cual se extrajo el ADN. Tras obtener el ADN se evaluaron los parámetros de pureza por 
espectrofotometría, integridad por electroforesis en gel de agarosa y presencia de inhibidores 
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4.2.5.1 Evaluación de calidad  
La solución stock de ADN genómico de E. coli O157:H7 se cuantificó por espectrofotometría 
midiendo una dilución 1/10 del ADN a 260 nm, estimando una concentración de 3728.2 ± 13.7 
ng/µL con una relación A260/280 de 2.07 y A260/230 de 2.13. Aunque la relación A260/280 
indica que no hay contaminación con proteínas, hay presencia de RNA, dado que para ADN 
puro la relación es más cercana a 1.8 que a 2.0 [189]. La relación A260/230 es un indicador 
de ausencia de contaminantes que absorban a 230nm como EDTA, fenol o carbohidratos. En 
la Figura 4-29 se presenta el espectro de Absorción del ADN obtenido. 
 
Figura 4-29. Espectro UV-VIS de ADN de E. coli O157:H7  
Absorción entre 220 y 350 nm. Dilución 1/10 de ADN obtenido a partir de cultivo de 200 mL de E. coli 
O157:H7 derivada de ATCC® 35150 (287 ng/µL). 
En la Figura 4-30 se presentan los resultados de la evaluación de la integridad del ADN 
genómico obtenido por electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 V, 45 minutos). El carril 2 
corresponde a aproximadamente 2700 ng, donde se observa una banda de alto peso 
molecular sin degradación, sin embargo, hay dos bandas adicionales una entre 2500 y 3000 
pb y otra inferior a 250 pb correspondiente probablemente a RNA. El carril 3 que contiene 287 
ng se observa cómo se mantiene la banda de ADN genómico y las bandas de RNA están 
ausentes. Lo anterior da indicios de que en la electroforesis de agarosa se pueden visualizar 
fragmentos presentes en pequeñas concentraciones al colocar más de 1000 ng de ADN. 
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Figura 4-30: Electroforesis de ADN E. coli O157:H7.  
Electroforesis de agarosa 1% corrida a 80V por 90 min. Carril 1: Marcador de peso molecular 
GeneRuler® 1Kb, carril 2: 2700 ng de ADN, carril 3: 287 ng ADN. 
Al ADN obtenido se le realizó la evaluación de presencia de inhibidores y se estimó la 
concentración en copias/µL mediante 7 diluciones gravimétricas en buffer TE 1X a partir del 
ADN obtenido. En la Tabla 4-15 se presentan las diluciones preparadas. Para evaluar la 
presencia de inhibidores en la PCR, se realizó la amplificación por qPCR de los genes uidA - 
lacY, eaeA - rfbE, stx1 - stx2 en modo dúplex y Z3276 en modo simplex, usando los últimos 
seis niveles de concentración preparados a partir del stock de ADN. La Tabla 4-16 presenta 
los resultados obtenidos en cuanto a la eficiencia de amplificación. De acuerdo con las 
eficiencias obtenidas para todos los genes evaluados se puede concluir que no hay inhibidores 
presentes que puedan afectar la reacción de amplificación de las secuencias de interés.  
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Tabla 4-16. Eficiencias de amplificación en ADN E. coli O157:H7 
Gen Eficiencia (%) Linealidad (R2) 
uidA 95.8 0.999 
lacY 97.7 0.995 
eaeA 99.3 0.990 
rfbE 99.3 0.991 
Stx1 108.8 0.885 
Stx2 97.8 0.987 
Z3276 101.4 0.994 
4.2.5.2 Cuantificación por PCR 
La concentración del stock de ADN (copias/µL) se evaluó amplificando el gen Z3276 en modo 
simplex por ddPCR en tres diluciones gravimétricas del stock (M5, M5E-01, M5E-02, ng/µL). 
A partir de los resultados se obtuvo una concentración estimada de 1.02x108 copias/µL (Figura 
4-31).  Los resultados obtenidos en la evaluación de la calidad de ADN permitieron determinar 
que éste cumple con las características esperadas, por lo cual se continuó con el proceso de 
preparación y caracterización del candidato a material. 
 
Figura 4-31. Estimación concentración Stock ADN por ddPCR 
Las barras representan la concentración promedio en número de copias/µL del ADN de E. coli O157:H7 
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Para la obtención de ADN de calidad adecuada para la producción de MR se buscó utilizar un 
método sencillo que permitiera la extracción de ADN con alta eficiencia a partir de cultivos 
masivos de microorganismo (>50 mL), empleando la menor cantidad de contaminantes. A 
partir de los resultados obtenidos se evidencia que el método es adecuado para dicho 
propósito. A pesar de que el ADN extraído tenía pequeñas cantidades de RNA, este no tiene 
ningún efecto en el MR a preparar, dado que se requiere diluir varias veces para llegar a la 
concentración objetivo. Además, durante la preparación piloto del MR se adiciona RNA de 
levadura como estabilizante en MR [190].   
4.3 Producción candidato a material de referencia 
Partiendo del ADN extraído de la cepa E. coli O157:H7 ATCC® 35150 de concentración 
3728.2 ± 13.7 ng/µL y 1.02x108 copias/µL, se prepararon 2 lotes codificados como 190401-
10P y 190402-08P en buffer TE 1X con RNA total de levadura (40 ng/µL) como estabilizante, 
obteniendo 80 unidades de 500 µL por lote. De cada uno se evaluó la homogeneidad y 
estabilidad a corto plazo por 3 meses a -20°C y 4°C en un estudio isócrono con -80°C como 
temperatura de referencia. La cuantificación en número de copias/µL se realizó con los genes 
Z3276 y rfbE en modo simplex, dado que estos son específicos para el ADN empleado.  
 Preparación lotes piloto 
Según los resultados de estudios previos, el nivel de concentración entre 200.000 y 100.000 
presentó  la menor incertidumbre asociada y mayor estabilidad bajo las condiciones de 
almacenamiento que otros niveles, además, a partir de esta concentración se pueden preparar 
diluciones para construir curvas de calibración en qPCR [190], por lo que se estableció 
preparar dos niveles de concentración nominal de 100.000 y 100 copias.  
A partir de la concentración promedio del ADN stock, se prepararon por dilución gravimétrica 
los niveles de concentración para el piloto. En la Tabla 4-17 se presentan los códigos 
asignados a cada uno de los lotes preparados. Para la preparación de los lotes, se prepararon 
diluciones intermedias del orden de 1 mL de volumen. Las soluciones intermedias preparadas 
en tubos de 1.5 mL se homogenizaron por inversión y las soluciones preparadas en tubos 
Falcón de 50 mL, correspondientes a los niveles del piloto, se homogenizaron con agitador 
orbital por 2 horas a temperatura ambiente.  
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100.000 190402-08P INM 015-2 
100 190401-10P INM 015-1 
4.3.1.1 Etiquetado y envasado  
La etiqueta de los MR debe ser resistente para mantenerse adherida y legible durante el 
tiempo de vigencia del material y contener la información suficiente para su identificación 
[191], por lo que la etiqueta para el material se imprimió en vinilo adhesivo resistente a 
solventes y todos los tubos empleados se etiquetaron previo al envasado en crioviales de 
polipropileno de 1,2 mL adicionando 500 µl de solución.  Del lote 190401-10P se obtuvieron 
77 unidades, y del lote 190402-08P se obtuvieron 79 unidades. Durante los procesos de 
caracterización del material se encontraba firmemente adherida a los crioviales, se mantuvo 
legible y no presentó cambios en ninguna de las temperaturas de almacenamiento; 
demostrando así ser adecuada para el material (Figura 4-32) 
 
Figura 4-32: Diseño de etiqueta de los lotes del material preparado 
 Determinación de cantidad mínima de muestra 
Se seleccionaron aleatoriamente los viales 53 del lote L190401-10P y 63 del lote L190402-
08P con el fin de determinar la cantidad mínima de muestra que se debe analizar de cada 
lote, garantizando la homogeneidad e incertidumbre del material. De cada uno se tomaron 
tres alícuotas independientes medidas por triplicado, para evaluar cuatro volúmenes. La 
variación de los datos obtenidos se graficó para cada volumen de alícuota en cada lote. Se 
estableció como límite la variación del método por repetibilidad de 8 copias/µL y 3345 
copias/µL para los niveles de 170 copias/µL (lote 190401-10P) y 1700 copias/ µL (lote 190402-
08P) respectivamente.  
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Se observó que el volumen mínimo de muestra que puede emplearse para realizar la 
estimación de la concentración en número de copias en ambos lotes es de 2 µL (Figura 4-33) 
Sin embargo, para el lote de baja concentración se estableció un volumen mínimo de 4µL, con 
el fin de disminuir el aporte a la incertidumbre por el modelo matemático asociado a este nivel 
de concentración 
   
Figura 4-33: Volumen mínimo de muestra para cuantificación 
Variación de medición en función de volumen de alícuota para lotes de piloto de E. coli O157:H7 
 Estudio de homogeneidad 
La homogeneidad entre y dentro de los viales se evaluó estableciendo una incertidumbre 
objetivo por homogeneidad del 4.0% para el lote 190402-10P y 3.0% para el lote 190402-08P, 
basados en datos internos del laboratorio obtenidos a partir de un estudio con ADN de 
Salmonella [190]  
4.3.3.1 Homogeneidad entre viales 
La Tabla 4-18 presenta la relación de las unidades seleccionadas para el estudio de 
homogeneidad. En el caso del lote de baja concentración (190401-10P) la medición se hizo 
empleando seis réplicas, con el fin de combinar las particiones de dos réplicas para disminuir 
la incertidumbre asociada al modelo (en particular a la asociada a la distribución de Poisson). 
Sin embargo, para efectos del estudio de homogeneidad las seis réplicas se trabajaron de 
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Tabla 4-18. Unidades seleccionadas para el estudio de homogeneidad 
Lote Unidades seleccionadas 
Lote 190401-10P 9 18 27 36 48 57 66 75 
Lote 190402-08P 11 20 29 38 47 56 65 74 
 
Para identificar tendencia de los datos de acuerdo con el orden de llenado, se realizó un 
análisis de regresión (Figura 4-34), de acuerdo con los resultados obtenidos (pendiente igual 
a cero y coeficiente de correlación no significativo) se concluyó que no hay tendencia en los 
datos, garantizando la homogeneidad del material producido. 
 
Figura 4-34: Estudio de homogeneidad entre botellas. 
Concentración en copias/µL en función de número de vial tomado periódicamente. La línea punteada 
indica la tendencia de los datos (No significativa). 
A partir del análisis de varianza de un factor de los resultados obtenidos (Tabla E-1 en anexo 
E) se determinó la incertidumbre por homogeneidad para cada uno de los lotes de acuerdo 





    Ecuación 4-7 
Donde SCE es la suma de cuadrados entre muestras, SCD es la suma de cuadrados del error 
(en las muestras) y n el número de réplicas. La incertidumbre estándar obtenida por 
homogeneidad fue de 1.83 (1.1%) para el lote 190401-10P y 806.02 (0.5%) para el lote 
190402-08P. En ambos casos, el valor obtenido es menor al establecido como objetivo, por 
lo cual cada lote se considera homogéneo. 
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4.3.3.1 Homogeneidad dentro de viales 
La homogeneidad dentro de viales se evaluó con el fin de determinar si la concentración de 
los lotes del piloto se mantiene al hacer submuestreo, debido a que la presentación del 
material permite el uso repetido. Se seleccionaron aleatoriamente los viales 53 del lote 
L190401-10P y 63 del lote L190402-08P, con las concentraciones obtenidas para cada 
muestra (Figura 4-35) se evaluó la presencia de una tendencia entre las alícuotas tomadas 
haciendo un análisis de regresión y de varianza. Se determinó que no hay diferencias 
significativas entre las alícuotas. Por lo tanto, se asume que la solución al interior de los viales 
es homogénea para ambos lotes. 
 
Figura 4-35: Estudio de homogeneidad intrabotellas. 
Concentración en copias/µL en función de número de alícuota para Lote 190401-10P y Lote 190402-
08P. La línea punteada indica la tendencia de los datos (No significativa de acuerdo al análisis de 
regresión). 
 Estabilidad a corto plazo 
Los MR deben ser lo suficientemente estables de tal forma que se pueda confiar en los valores 
dentro del periodo de validez certificado [163]. Para la evaluación de la estabilidad a corto 
plazo del material se seleccionaron aleatoriamente 8 muestras de cada lote (Tabla 4-19) de 
cada una de las temperaturas de estudio. El valor de referencia de cada lote se estimó como 
se describe en asignación de valor y estimación de incertidumbre (4.3.1). La incertidumbre se 
calculó incluyendo los componentes asociados al sesgo, la caracterización y la homogeneidad 
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Tabla 4-19: Unidades seleccionadas para el estudio de estabilidad a corto plazo. 
Lote Temperatura 
Semanas 
2 4 8 12 
190401-10P 
4°C 26 69 31 13 12 49 01 15 
-20°C 34 19 70 53 05 78 25 58 
190402-08P 
4°C 43 52 63 08 22 64 21 19 
-20°C 06 78 54 48 04 01 32 09 
 
 (A)  
(B)  
Figura 4-36: Estabilidad a corto plazo de lotes del piloto de E. coli O157:H7 
Datos de cuantificación para los lotes (A) 190401-10P y (B)190401-08P. Los límites superior e inferior 
(Uα 0.05; K=2) representan la incertidumbre expandida con un nivel de confianza del 95%. Las barras de 
error representan la desviación estándar de cada medida por triplicado. Las ecuaciones representan la 
tendencia para cada una de las temperaturas evaluadas (no significativa). 
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A partir de los resultados de cuantificación (Figura 4-36), se observó que las muestras del lote 
de alta concentración (L190401-08P) se encuentran cerca al valor de referencia dentro de los 
valores de referencia establecidos. Mientras que las muestras del lote de baja (L190402-10P) 
concentración se encuentran entre el valor de referencia y el límite inferior. 
Para el lote de alta concentración se observó que las muestras almacenadas a 4°C 
aparentemente presentan un aumento de la concentración en función del tiempo, mientras 
que en las almacenadas a -20°C disminuye la concentración en función del tiempo. En el caso 
del lote de baja concentración, aunque no se presenta una tendencia en el tiempo en ninguna 
de las temperaturas evaluadas, aparentemente las muestras almacenadas a 4°C presentan 
un valor más cercano al de referencia. Adicionalmente se observa que las muestras 
empleadas como referencia (almacenadas a -80°C) tiene el mismo comportamiento de las 
muestras del estudio de estabilidad. 
El análisis de regresión a cada temperatura permitió establecer que no hay una tendencia en 
los datos de concentración durante el tiempo (medida a través de la pendiente) en ninguno de 
los dos lotes. Por lo cual se puede concluir que los materiales son estables para el periodo de 
estudio, sin embargo, en el caso del lote de baja concentración la tendencia de los datos se 
encuentra por fuera de los límites de confianza establecidos en la asignación de valor. El 
aporte a la incertidumbre por estabilidad (a corto plazo) 𝑢𝑒𝑠𝑡, se calculó a partir de los datos 
de regresión (Tabla 4-22). El aporte de incertidumbre por estabilidad para cada lote a cada 
temperatura se presenta en la Tabla 4-20. 
Tabla 4-20: Incertidumbre por estabilidad para los lotes del piloto 
Lote 
Temperatura almacenamiento 
4 °C -20 °C 
uest urel (%) uest urel (%) 
190401-10P 5.24 3.0% 7.27 4.2% 
190402-08P 1319 0.8% 2086 1.3% 
Se observó que en el aporte de incertidumbre por la estabilidad del material a los tres meses 
es inferior al 5% para ambos lotes, además la incertidumbre disminuye al aumentar la 
concentración del ADN. Aunque se esperaba mayor estabilidad del material a -20°C, se 
presentó mayor dispersión de los datos en ambos lotes con respecto a la presentada a 4°C. 
Según los resultados la temperatura más adecuada para el transporte de ADN en solución de 
E. coli O157:H7 es a 4°C. 
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 Asignación del valor y estimación de incertidumbre 
Tras demostrar la homogeneidad de los lotes preparados se procedió a estimar un valor de 
referencia para cada uno, por dPCR empleando los genes Z3276 y rfbE. La Tabla 4-21 
presenta la relación de las muestras seleccionadas para la asignación del valor de referencia 
de los lotes producidos.  
Tabla 4-21: Muestras seleccionadas para establecer el valor de referencia 
Lote 
Unidades seleccionadas 
Día 1 Día 2 Día 3 
190401-10P 24 51 59 16 67 76 08 32 40 
190402-08P 26 42 66 10 50 58 18 34 75 
La asignación de valor para cada uno de los lotes se hizo siguiendo el modelo descrito en la 
ecuación 4-8, donde se asume que éste se encuentra definido en términos de la 
caracterización del material, de su homogeneidad, así como su estabilidad, en este caso la 
de corto plazo: 
𝑋𝑀𝑅 = 𝑦𝑐𝑎𝑟𝑎𝑐𝑡 + 𝛿ℎ𝑜𝑚 + 𝛿𝑒𝑐𝑝  Ecuación 4-8 
Donde: 𝑋𝑀𝑅 es el valor de la propiedad, 𝑦𝑐𝑎𝑟𝑎𝑐𝑡 es el valor obtenido en la caracterización, 𝛿ℎ𝑜𝑚 
es el error asociado a la homogeneidad, 𝛿𝑒𝑐𝑝 es el error asociado a la estabilidad a corto plazo. 
Usualmente los términos de error asociados a la homogeneidad y estabilidad son cero, pero 
no sus incertidumbres. El valor de caracterización 𝑦𝑐𝑎𝑟𝑎𝑐𝑡  corresponde al promedio de los 






      Ecuación 4-9 
Donde ?̅?𝑖 representa el gran promedio obtenido para cada gen de acuerdo con el modelo 








      Ecuación 4-10 
Donde n representa el número de días y l el número de réplicas. Los datos obtenidos en la 
caracterización de los lotes, se presentan en Anexo E: Datos producción piloto  
La incertidumbre del valor asignado para cada uno de los lotes se hizo siguiendo la ecuación 
4-11 con base en el modelo de asignación: 




2 + 𝑢𝑒𝑐𝑝2    Ecuación 4-11 
La Tabla 4-22 relaciona las ecuaciones empleadas para la estimación de incertidumbre del 
valor asignado para cada lote.  























































Incertidumbre para cada gen 
𝑢(?̅?𝑖) 
𝑢(𝑦𝑐𝑎𝑟𝑎𝑐𝑡) = √∑ 𝑢?̅?𝑖
2 














Incertidumbre por homogeneidad 
𝑢ℎ𝑜𝑚 
 
𝑢𝑒𝑐𝑝 = 𝑠(𝑏) ∗ 𝑡 
Incertidumbre estabilidad a corto plazo 
𝑢𝑒𝑐𝑝 
𝐶𝑚= Concentración de la muestra, 𝑑 = Dilución de la muestra, 𝑉= Volumen de gotas, 𝜆=número de 
copias por partición, 𝑠(𝑏)= Desviación estándar de la pendiente de la tendencia, t= tiempo de 
evaluación de estabilidad. 
La incertidumbre por sesgo se generó como una contribución por la combinación de los 
valores obtenidos para cada uno de los genes, donde se asumió una distribución rectangular. 
En la Tabla 4-21 se presenta un resumen de los valores de referencia para los lotes en estudio 
con su incertidumbre asociada. Al estimar la concentración se observó que aparentemente 
hay diferencia entre los valores reportados por cada gen (aproximadamente 4%), debida 
principalmente a la variabilidad del método y a las eficiencias de la amplificación de cada gen, 
sin embargo, estas no son significativas cuando se tiene en cuenta las incertidumbres 
asociadas al valor obtenido (Figura 4-37).  
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Tabla 4-23.  Valor asignado e incertidumbre para los lotes evaluados 
Lote 
Gen Z3276 Gen rfbE Fuentes incertidumbre 
Valor uZ3276 Valor urfbE usesgo ucarac. uhomog. uestab. 
L190402-08P 161117 3975 168610 3858 2163 5539 1778 2086 
L190401-10P 168 8 175 8 2 11 7 7 
Asignación de valor de referencia  
Lote Valor asignado u u relativa (%) k U U relativa (%) 
L190402-08P 164864 6548 3.97 2 13096 7.9 
L190401-10P 172 15 8.80 2 30 17.6 
U= Incertidumbre expandida, u=incertidumbre combinada estándar 
En ambos lotes se presentó una concentración mayor a la concentración nominal, debido 
posiblemente a la forma en que se prepararon las diluciones. A pesar que se hicieron 
diluciones gravimétricas se prepararon varias diluciones intermedias empleando volúmenes 
pequeños, y que fueron posiblemente fuente de error que afectaron alcanzar la concentración 
objetivo. A partir de esto, se recomienda partir de una solución de ADN de menor 
concentración y minimizar las diluciones empleadas para llegar a la concentración objetivo.  
(a)  (b)  
Figura 4-37: Concentración estimada para cada lote 
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Figura 4-38: Principales fuentes de incertidumbre en lotes  
En las mediciones por PCR digital se han identificado varias fuentes que aportan al valor de 
la incertidumbre del resultado obtenido (Figura 4-38) [151]. En la Figura 4-39 se presentan los 
aportes de cada una de las fuentes identificadas a la incertidumbre estándar combinada para 
los lotes evaluados. Se observa como en ambos lotes el mayor aporte es debido a la 
caracterización. El aporte de incertidumbre debido a la homogeneidad y estabilidad tienden a 
disminuir al aumentar la concentración de ADN, mientras que el aporte por el sesgo disminuye. 
(A)  (B)  
Figura 4-39. Aporte incertidumbre para los lotes evaluados. 
Fuentes que aportan incertidumbre a los resultados de cuantificación obtenidos por ddPCR en los lotes 
190402-08P (A) y 190401-10P (B). Las barras azules indican el aporte de incertidumbre por fuente, las 
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(A)  (B)  
Figura 4-40. Fuentes incertidumbre asociadas a la caracterización. 
Aporte de incertidumbre en la caracterización para los lotes 190402-08P (A) y 190401-10P (B). 
Incertidumbres relativas con respecto al aporte total de la caracterización.  
La incertidumbre asociada a la caracterización de cada uno de los lotes depende del modelo 
matemático y de la precisión medida como repetibilidad (Tabla 4-22). En la Figura 4-40 se 
presenta el desglose de los diferentes aportes, donde se puede observar que lambda (λ, 
copias por gota) es el elemento que más pesa en la incertidumbre total, seguido de la 
repetibilidad. Adicionalmente, el volumen de la gota y la dilución tienen un aporte diferente 
entre los lotes que es dependiente de la concentración. 
La producción piloto del candidato a MR ha permitido determinar los puntos importantes 
durante el proceso para garantizar la idoneidad del material. El proceso de evaluación de 
calidad y estimación de la concentración del ADN de partida, así como la preparación son 
puntos claves para garantizar idoneidad producido, dado que errores en estos puntos pueden 
contribuir a no obtener los niveles de concentración deseados, poca homogeneidad del 
material, o afectar su estabilidad. Al evaluar el efecto de la diferencia en la respuesta entre los 
genes (sesgo) en el valor asignado al material se observó que es poco significativa, además 
en estudios en los que realizan asignación de valor empleando varios genes, se observó un 
comportamiento similar [114]. Varios estudios como la estabilidad a largo plazo y la 
conmutabilidad se deben continuar evaluando con el objetivo de demostrar la idoneidad del 
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Aunque en algunos países se han desarrollado MRC de E. coli O157 o relacionados, estos 
son certificados en identidad [17] o se encuentran en proceso de certificación [186]. El 
candidato a MR desarrollado en este trabajo, ofrece varias ventajas frente a otros en el 
mercado. Al ser de ADN genómico contiene varios de los genes blanco que emplean los 
métodos para la detección no solo de E. coli O157:H7 sino otros serotipos de este género, 
esto podría contribuir a la comparabilidad de los resultados obtenidos. Una vez el material se 
encuentre certificado, podría usarse para hacer cuantificación de microorganismos en las 
muestras mediante curvas de calibración, además se podría emplear para la validación de 
varios métodos que detecten serotipos de E. coli. Finalmente, podría emplearse como control 
de calidad en los laboratorios de ensayo que realicen la detección de este microorganismo y 
otros de la misma especie, así como ítem para evaluar el desempeño de medición de los 




5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
Se desarrolló y validó un método por PCR digital en modo gotas para la detección y 
cuantificación de ADN genómico de E. coli O157:H7, empleando como dianas de identificación 
fragmentos de los genes uidA, eaeA, rfbE, stx1, stx2, lacY y Z3276. Los fragmentos de 
amplificación mostraron selectividad para la detección de diferentes serotipos relacionados 
con E. coli, así como, la identificación y cuantificación de E. coli O157:H7.  
Los resultados de la validación permitieron establecer que el método es adecuado para 
estimar la concentración de ADN genómico en el intervalo de 8 cp/µL y 8000 cp/µL, con una 
precisión entre 5% y 10%, una incertidumbre relativa entre 1.6 % y 9.0% y un límite de 
detección de 0.3 copias/µL en la mezcla de PCR.  
Se optimizó el procedimiento de cultivo microbiológico de E. coli O157:H7 y se realizó la 
extracción a nivel preparativo para la obtención de ADN genómico por el método CTAB. El 
procedimiento permitió obtener un stock de ADN concentración de 3728.2 ± 13.7 ng/µL libre 
de inhibidores de PCR, adecuado para la preparación del candidato a material de referencia. 
Se realizó el piloto para la producción de un candidato a material de referencia de ADN 
genómico de E coli O157:H7 derivado de ATCC 35150. Se prepararon con dos niveles con 
valores asignados de 168864 ± 13096 copias/µL y 172 ± 30 copias/µL (U=2, 95% nivel de 
confianza), que cumplieron con el criterio de homogeneidad. En el estudio de asignación de 
valor se emplearon los genes Z3276 y rfbE porque además de ser específicos de E coli 
O157:H7, presentaron el mejor desempeño durante la validación del método de medición. 
De acuerdo con el estudio de estabilidad el material demostró mantener el valor de la 
propiedad durante 12 semanas. Se corroboró que los dos niveles del material son estables a 
4°C y -20°C, por lo cual el material podría ser trasportado a cualquiera de estas temperaturas. 
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Todos los resultados presentados evidencian que los niveles de concentración del material 
producido cumplen con los criterios de homogeneidad y estabilidad a corto plazo establecidos 
en la guía ISO 35:2017. 
Las principales fuentes de incertidumbre identificadas en la producción del candidato a 
material de referencia fueron la caracterización, la homogeneidad del material, la estabilidad 
a corto plazo y el sesgo entre las respuestas de los genes seleccionados. Para ambos lotes 
el componente con mayor aporte es el de la caracterización, en donde el aporte debido al 
modelo matemático representa cerca del 60%. 
5.1 Perspectivas 
Las secuencias empleadas para la detección de E. coli O157:H7 podrían ser empleadas para 
desarrollar métodos en modo múltiplex por PCR en tiempo real, para hacer la clasificación y/o 
serotipificación de ADN de E. coli.  
El candidato a material de referencia desarrollado en el presente estudio podría emplearse 
como herramienta de aseguramiento de la calidad en validación o verificación de métodos, 
control de calidad, ítem en ensayos de aptitud o como calibrante en las mediciones realizadas 
por qPCR para la detección de E. coli y serotipos de ECHE, Además, podría establecer la 
trazabilidad metrológica para los ensayos comerciales. 
5.2 Recomendaciones 
Se debe continuar evaluando la estabilidad del material a largo plazo bajo las condiciones de 
almacenamiento seleccionadas, para determinar el tiempo en el cual el valor de la propiedad 
se mantiene.  
En las futuras preparaciones de materiales de referencia a nivel de ADN genómico, se 
recomienda partir de una solución de ADN de menor concentración y minimizar las diluciones 
empleadas para llegar a la concentración objetivo.
 
 
Anexo A: Cepario y extracción de ADN 
A.1 Cepario BBMM 
Para el mantenimiento de las cepas adquiridas para el estudio de selectividad, se elaboró 
un cepario, en la tabla A-1 se presentan la información de las cepas incluidas.  
Tabla A-1: Cepario del grupo de investigación BBMM 




E.ES.C-01 Escherichia coli ATCC® 25922 N LB 50 
E.SH.B-01 Shigella boydii ATCC® 9207  6° LB 50 
E.SH.S-01 Shigella sonnei ATCC® 9290  6° LB 50 
E.SP.A-01 Staphylococcus aureus ATCC® 25923  6° LB 50 
E.BC.C-01 Bacilus cereus ATCC® 10876  6° LB 50 
E.PR.M-01 Proteus mirabilis ATCC® 12453  6° LB 50 
E.ES.C-02 Escherichia coli ATCC® 8739 6° LB 50 
E.ES.C-03 Escherichia coli NCTC® 10538 6° LB 50 
E.EN.F-01 Enterococcus faecalis ATCC® 14506  6° BHI 50 
E.ES.C-04 Escherichia coli NA NA LB 50 
E.CI.F-01 Citrobacter freundii  ATCC® 43864 6° TSA 50 
E.YE.E-01 Yersinia enterocolitica subsp. 
enterocolitica  
ATCC® 23715 6° TSA 50 
E.EN.A-01 Enterobacter aerogenes ATCC® 13048 6° TSA 20 
E.PR.V-01 Proteus Vulgaris ATCC® 33420 6° TSA 20 
E.SP.A-02 Staphylococcus aureus ATCC® 6538 6° TSA 20 
E.VB.P-01 Vibrio parahemolyticus ATCC® 17802 6° TSA 20 
E.KL.P-01 Klebsiella pneumoniae subsp. 
pneumoniae  
ATCC® 13882 5° TSA 20 
E.ES.C-05 Escherichia coli O104:H4 ATCC® BAA-
2326™ 
5° TSA 50 
E.ES.C-06 Escherichia coli O145:NM CDC 99-3311 5° TSA 50 
E.ES.C-07 Escherichia coli O157:H7 ATCC® 35150™ 5° TSA 50 
E.ES.C-08 Escherichia coli O157:H7 ATCC® 
700728™ 
5° TSA 50 
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Cada cepa se reconstituyó en medio nutritivo según recomendaciones del fabricante, 
inoculando 50 mL con un escobillón e incubando a 37°C ± 2°C por 12-18 horas. Luego, se 
prepararon 50 crioviales, adicionando 150 µL de glicerol 50% estéril y 350 µL de medio 
crecido, los cuales se almacenaron en ultracongelador (-80°C). 
Se evaluó el crecimiento y las características de las colonias para cada cepa inoculando 
con el escobillón los medios TSA, ECA y SMAC, con el fin de hacer el seguimiento de los 
cultivos en cada pase durante el proceso, los cuales se incubaron a 37.0°C ± 2.0°C por 
aproximadamente 12-24h. 
A.2 Escala de McFarland 
Dado que las cepas E. coli STEC son patógenas, el seguimiento de crecimiento se hizo 
por comparación con escala de turbidez, con el objetivo de minimizar el riesgo por 
contaminación. Para esto, se construyó una escala de McFarland usando cloruro de bario 
di hidratado 0,048M (BaCl2.H2O) y ácido sulfúrico 0,018M (H2SO4). (Ver tabla A-2)  
Tabla A-2: Volúmenes de reactivos usados para preparación de la escala McFarland 
Estándar BaCl2.H2O 0,048M H2SO4 0,018M Abs 600 nm Abs 625 nm 
Blanco 0 50,00 mL 0,00 0,00 
0,5 0,25 mL 49,75 mL 0,21 0,20 
1 0,50 mL 49,50 mL 0,38 0,37 
2 1,00 mL 49,00 mL 0,75 0,73 
3 1,50 mL 48,50 mL 1,09 1,07 
4 2,00 mL 48,00 mL 1,43 1,40 
5 2,50 mL 47,50 mL 1,73 1,70 
6 3,00 mL 47,00 mL 2,01 1,99 
7 3,50 mL 46,50 mL 2,19 2,19 
8 4,00 mL 46,00 mL 2,56 2,40 
9 4,50 mL 45,50 mL 2,62 2,54 
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A.3 Extracción de ADN método CTAB-NaCl a pequeña 
escala 
Para extraer ADN a partir de 1 mL a 2 mL de cultivo se procedió a separar la biomasa del 
medio de cultivo mediante centrifugación a 8000 rpm en centrífuga Heraus™ Megafuge™ 
16 R por 10 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante, se hizo un lavado con 1 mL de PBS 
1X y se volvió a centrifugar a 8000 rpm por 10 min a 4°C. Una vez lavado el pellet, se 
realizó la lisis celular adicionando 2,5 mL de Buffer TE 1X para resuspender el 
microorganismo, luego se adicionaron 2,5 mL de buffer de lisis CTAB 2X (CTAB 8%, EDTA 
40 mM, Tris-HCl 200 mM, NaCl 2.8 M y LiCl 6%) y 3 µL de proteinasa K 20 mg/mL. La 
mezcla se homogenizó por inversión varias veces y se incubó a 63 °C ± 1°C por 1 hora.  
Para separar los ácidos nucleicos del resto de componentes celulares, se adicionaron 600 
µL de cloroformo/Alcohol isoamílico (24:1), se homogenizó la muestra y se centrifugó a 
13000 rpm por 15 min a 4°C. La fase acuosa (~500 µL) se transfirió a un nuevo tubo (#2). 
Para descartar posibles residuos de RNA, se adicionaron 2 µL de RNAsa 20 mg/mL y se 
incubó a 37.0 ± 1.0°C por 1 hora homogenizando frecuentemente. Luego, la solución se 
dejó atemperar y se adicionaron 20 µL de cloruro de litio 10 %. Sobre la mezcla se volvió 
a hacer una extracción con 600 µL de cloroformo/Alcohol isoamílico 1:24 y se centrifugó a 
13.000 rpm por 15 min a 4°C, con el fin de separar de nuevo las fases. Se obtuvieron 
aproximadamente 500 µL de fase acuosa que se transfirió a un nuevo tubo. 
Para precipitar el ADN se adicionaron 200 µL de acetato de amonio 10 M y 500 µL de 
isopropanol frío, se homogenizaron e incubaron a -20°C por 18 horas. El tubo se centrifugó 
a 13000 rpm por 20 min a 4°C y el sobrenadante se descartó. El pellet obtenido se lavó 2 
veces por adición de 500 µL etanol al 70% y centrifugación a 13.000 rpm por 20 min a 4°C. 
El pellet de ADN se dejó secar en cabina de extracción por aproximadamente 2 horas. El 
ADN obtenido se resuspendió en 100 µL de buffer TE 1X estéril.  Finalmente, se determinó 
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A.4 Extracción de ADN método CTAB-NaCl a gran escala 
Para extraer ADN a partir de 200 a 300 mL de cultivo se procedió a separar la biomasa del 
medio de cultivo mediante centrifugación a 5000 rpm en centrífuga Sorvall Lynx 4000 con 
rotor basculante Bioflex HC por 30 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante, se hizo un 
lavado con 200 mL de PBS 1X y se volvió a centrifugar a 5000 rpm por 30 min a 4°C. Luego 
se añadieron 20 mL de PBS, se resuspendió el pellet para transferirlo a un tubo de 
polipropileno fondo redondo con tapa (Ref: 31190050) y se completó el volumen hasta el 
cuello del tubo (Capacidad aproximada 37 ml). El tubo se centrifugó a 9000 rpm (14300xg) 
por 20 min y 4°C en rotor TH13. Posteriormente se descartó el sobrenadante y se 
determinó el peso húmedo del pellet bacteriano. 
Una vez lavado el pellet, se procedió a hacer la lisis celular adicionando 7,5 mL de Buffer 
TE 1X para resuspender el microorganismo, luego se adicionaron 7,5 mL de buffer de lisis 
CTAB 2X (CTAB 8%, EDTA 40 mM, Tris-HCl 200 mM, NaCl 2.8 M y LiCl 6%) y 250 µL de 
proteinasa K 20 mg/mL El tubo se homogenizó por inversión varias veces y se incubó a 63 
°C ± 1°C por 1 hora.  
Para separar los ácidos nucleicos del resto de componentes celulares, se adicionaron 
cloroformo/alcohol isoamílico 1:24 hasta el cuello del tubo (~22 mL), se homogenizó la 
muestra y se centrifugó a 12000 rpm (25400xg) por 15 min a 4°C en el rotor TH13. Se 
observó adecuada separación de fases con una interfaz blanca compacta de 
aproximadamente 5 mm de espesor, la fase acuosa (~12,5 mL) se transfirió a un tubo 
nuevo (#2). Al tubo con la fase orgánica se le adicionaron 3 mL de buffer TE 1X y 3 mL de 
cloroformo/alcohol isoamílico 1:24, se centrifugó de nuevo a 12000 rpm y se recuperaron 
1.5 mL más de fase acuosa, que se adicionaron al tubo (#2). Para descartar posibles 
residuos de RNA, se adicionaron 100 µL de RNAsa 20 mg/mL (143 µg/mL), se incubó a 37 
°C ± 1°C por 1 hora homogenizando frecuentemente y luego se adicionaron 2 mL de 
cloruro de litio 10% (0.295 M). A la mezcla, posteriormente, se le adicionaron 
cloroformo/alcohol isoamílico 1:24 hasta el cuello del tubo (~20 mL) y se centrifugó a 
12.000 rpm por 20 min a 4°C, con el fin de separar de nuevo las fases. Se obtuvieron 
aproximadamente 16 mL de fase acuosa que fue transferida a un tubo nuevo. 
Para precipitar el ADN se adicionaron 4 mL de acetato de amonio 10 M y 18 mL de 
isopropanol, luego el tubo se incubo a -20°C por un periodo de 18 horas. El tubo se 
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centrifugó a 12000 rpm (25400 x g) por 20 min a 4°C y se descartó el sobrenadante. El 
pellet obtenido se lavó 2 veces por adición de 20 mL etanol al 70% y centrifugación a 
12.000 rpm por 20 min a 4°C. El pellet de ADN se dejó secar en cabina de extracción por 
aproximadamente 4 horas. El ADN obtenido se resuspendió en 1,0 mL de buffer TE 1X 




Anexo B: Análisis de secuencias de primers 























































































































































































































    
Primer CATTGATCAGGATTTTTC
TGGTGATA 






102 E. coli(2e-44) | 
Shigella boydii(2e-44) 

























60,9 45 1(30,2;-0,7)| 
2(35,3;-0,6) 




































1(4; -4,38) 130 Pega en Subunidad A [196] 
Primer AGCGATGCAGCTATTAAT
AA 















1(3;-3,52) 210 Pega en subunidad B [197] 
Primer GCTATTCTGAGTCAACG
AAAAATAAC 
52.7 34.6 1(11.2;0,96) 
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64,9 44 1(45,6;-1,44)| 
2(32;-0,67) 





    
Primer TTTGTTACTGTGACAGCT
GAAGCTTTACG 













































































255 E. coli (7e-
129)|Shiguella Boydii 
(3e-117)| Salmonella 













 54.9  42 1(40.7; -28.7) 
2(30.9; -29.6) 
 1(3; -6.68) 
2(2; -3.61) 






54.9 40 1(18.7; -20.3) 
2( 14.9; -18.4) 
 1(8; -13.15) 
2(3; -3.43) 
 
Unión en secuencia 
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Primer TTTGTCACTGTCACAGCA
GAAGCCTTACG 





































and Paton JC 
(1998)  
  Primer TTGCCTATGTACAGCTAA
TCC 













1(4;-5,38) 292 [197] 
  





















































































































































63,8 44 1(25,3;-0.02) 1(8;-11,71)| 
2(4;-6,3) 
 







    
Primer TTTCACACTTATTGGATG
GTCTCAA 




























62,8 61   1(2;-3,61)| 
2(2;-3,14) 








































    
Primer GCAAGGTGCACGGGAAT
ATT 


















































64,4 55 1(19,4;0,29) 1(6;-7,06) 1(3;-6,68)| 
2(3;-6,68) 
83 Shigella boydii( 5e-





















60.3  55  N/A 1(2;-3.14)| 
2(2;-1.47) 
 1(2;-3.14) 463 Shigella boydii(0)| E 






















































55 50 1(20,8;0,26)| 
2(16,8;0,33) 
1(2;-3,14) 1(3;-5,09) 
Sonda [FAM] CCG TTC CTG CTG 
GTG GGC TGC TT [BHQ1] 
68 65 1(48,9;-1,68)| 
2(39,6;-1,06) 
1(2;-3,61)   
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 54.9 38  1(20.3; -19)  1(4; -10.36) 
2(2; -3.61)  
 1(4;-9.82) 
2 (3; -6,75) 












54.5 56  1(-8.6; -10.1) 1(3; -3.89) 











 58.1 48   1(45.2; -25.4) 
2(42.3; -25) 
1(6; -10.23) 
2(3; -4.74)  
1(3; -4.74) 
2(3; -3.14) 




























  Primer ACTGGCCATGACTGGTA
T 













57.4 48 1(22.6; -27.4) 
2(11.8; -13.5)  
 1(4; -10.36) 
2(4; -3.91) 
 1(5; -9.8) 
2(3; -5.02) 






















































1(5; -8.2)  
Sonda ACGGTGTTTTCAGGCTTA
CAGGTCGT 













56.9 45 1(38.7; -23.3) 
2(29.4; -16) 
 1(4; -9.28) 
2(3; -3.54) 
















    
Primer CGGGGGATACATTTACG
CTT 
56.5 50  1(4.8; -14.8)  1(2; -3,61) 1(3, -4,75) 
2(3; -4.95) 






57.1 50 1(27.3; -12.8) 
2(22.9; -12.4) 
1(4; -6.34) 2(4, -5,24) 
Sonda ACGGTGTTTTCAGGCTTA
CAGGTCGT 
64 50 1(24,2, 0,04)| 
2(24,5, 0,08) 
1(3, -4,95)| 2(2, 
-3,61) 
  
Análisis de secuencias empleando aIDT OligoAnalyzer Tool, bSnapGene Viewer y cBLAST  
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Tabla B-2: Condiciones de amplificación reportadas para obtener fragmentos de genes de interés 




Ciclo PCR Ref. 




uidA 250 nM 
(0,5 µL) 
125 nM 5 µL 20 µL 
 
[107] 
stx1 500 nM 
(1 µL) 
200 nM 2 µL 20 µL 
 
[87] 
stx2 500 nM 
(1 µL) 
200 nM 2 µL 20 µL 
 
[87] 
rfbE 500 nM 
(1 µL) 
200 nM 2 µL 20 µL 
 
[87] 
lacY 200 nM 
(0,5 µL) 























95°C X 10s 55°C X 5s
72°C X 15s40°C X 30s
95°C X 
10min
95°C X 10s 55°C X 5s
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Ciclo PCR Ref. 















Anexo C: Análisis secuencias modo dúplex 
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C.1. Análisis simplex-dúplex 
Se calculó el promedio y desviación estándar de las réplicas de datos en modo simplex y 
en modo dúplex para cada gen. Usando la ecuación C-1 se halló el t-calculado para cada 
pareja de datos, y con la ecuación C-2 se calculó los grados de libertad para estimar el t- 


































     Ecuación (C-0-2) 
Donde 𝑋𝑝𝑟𝑜𝑚1 es el promedio de ciclos de amplificación para el gen en modo simplex y 
𝑋𝑝𝑟𝑜𝑚2 para el modo dúplex, 𝑠1 corresponde a la desviación estándar para cada gen en 
modo simplex y 𝑠2 para el modo dúplex, 𝑔𝑙 es el número de grados de libertad, 𝑛1 





Tabla C-2: Prueba t-student parejas apareadas combinaciones con gen uidA 
Dúplex uidA-lacY 
uidA Simplex Dúplex Diferencia 
 
lacY Simplex Dúplex Diferencia 
1 
 
23,721 -23,721 1 23,099 22,779 0,320 
2 23,508 23,867 -0,359 2 22,693 22,900 -0,208 
3 23,594 23,701 -0,107 3 23,045 22,717 0,328  
2,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,551 23,763 Promedio 
 
22,946 22,799 Promedio  
0,061 0,090 Desvesta 
 
0,221 0,093 Desvesta 





uidA Simplex Dúplex Diferencia 
 
eaeA Simplex Dúplex Diferencia 
1 0,000 23,330 -23,330 1 23,436 23,172 0,264 
2 23,508 23,830 -0,322 2 23,185 23,353 -0,168 
3 23,594 23,877 -0,283 3 23,331 23,180 0,151  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
15,701 23,679 Promedio 
 
23,317 23,235 Promedio  
13,597 0,303 Desvesta 
 
0,126 0,102 Desvesta 





uidA Simplex Dúplex Diferencia 
 
stx1 Simplex Dúplex Diferencia 
1 0,000 23,642 -23,642 1 21,215 23,399 -2,184 
2 23,508 23,663 -0,155 2 23,948 23,668 0,280 
3 23,594 23,556 0,038 3 23,921 23,409 0,512  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
15,701 23,621 Promedio 
 
23,028 23,492 Promedio  
13,597 0,057 Desvesta 
 
1,570 0,153 Desvesta 





uidA Simplex Dúplex Diferencia 
 
Z3276 Simplex Dúplex Diferencia 
1 0,000 23,861 -23,861 1 23,217 22,992 0,225 
2 23,508 23,824 -0,316 2 23,209 22,815 0,394 
3 23,594 24,957 -1,362 3 23,110 22,865 0,245  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
15,701 24,214 Promedio 
 
23,179 22,891 Promedio  
13,597 0,643 Desvesta 
 
0,060 0,091 Desvesta 
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Tabla C-3: Prueba t-student parejas apareadas combinaciones con gen rfbE 
Dúplex rfbE-lacY 
rfbE Simplex Dúplex Diferencia 
 
lacY Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,198 23,132 0,066 1 23,099 23,005 0,094 
2 22,895 23,383 -0,487 2 22,693 23,092 -0,400 
3 23,069 23,043 0,025 3 23,045 22,915 0,131  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,054 23,186 Promedio 
 
22,946 23,004 Promedio  
0,152 0,176 Desvesta 
 
0,221 0,089 Desvesta 





rfbE Simplex Dúplex Diferencia 
 
eaeA Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,198 22,949 0,249 
 
1 23,436 23,151 0,285 
2 22,895 23,006 -0,110 
 
2 23,185 23,133 0,052 
3 23,069 23,064 0,004 
 
3 23,331 23,132 0,199  
3,000 3,000 n (Datos) 
  
3,000 3,000 n (Datos)  
23,054 23,006 Promedio 
  
23,317 23,139 Promedio  
0,152 0,058 Desvesta 
  
0,126 0,011 Desvesta 
GL 2,565 Tcal 0,509 
 
GL 2,028 Tcal 2,451   
Tcrit 3,182 
   
Tcrit 3,182 
Dúplex rfbE-stx1 
rfbE Simplex Dúplex Diferencia 
 
stx1 Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,198 22,910 0,288 1 21,215 23,113 -1,898 
2 22,895 23,214 -0,318 2 23,948 23,663 0,285 
3 23,069 22,832 0,237 3 23,921 23,306 0,615  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,054 22,985 Promedio 
 
23,028 23,361 Promedio  
0,152 0,202 Desvesta 
 
1,570 0,279 Desvesta 





rfbE Simplex Dúplex Diferencia 
 
Z3276 Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,198 23,444 -0,246 1 23,217 22,942 0,275 
2 22,895 23,356 -0,460 2 23,209 23,148 0,061 
3 23,069 23,007 0,062 3 23,110 22,837 0,273  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,054 23,269 Promedio 
 
23,179 22,976 Promedio  
0,152 0,231 Desvesta 
 
0,060 0,158 Desvesta 
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Tabla C-4: Prueba t-student parejas apareadas combinaciones con gen stx2 
Dúplex stx2-lacY 
stx2 Simplex Dúplex Diferencia 
 
lacY Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,282 23,494 -0,212 1 23,099 22,821 0,279 
2 23,349 23,398 -0,049 2 22,693 22,674 0,019 
3 23,321 23,434 -0,113 3 23,045 22,861 0,185  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,317 23,442 Promedio 
 
22,946 22,785 Promedio  
0,034 0,048 Desvesta 
 
0,221 0,099 Desvesta 





stx2 Simplex Dúplex Diferencia 
 
eaeA Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,282 23,321 -0,039 1 23,436 23,214 0,222 
2 23,349 23,287 0,062 2 23,185 23,204 -0,018 
3 23,321 23,197 0,124 3 23,331 23,133 0,198  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,317 23,268 Promedio 
 
23,317 23,184 Promedio  
0,034 0,064 Desvesta 
 
0,126 0,044 Desvesta 





stx2 Simplex Dúplex Diferencia 
 
stx1 Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,282 23,242 0,040 1 21,215 23,410 -2,195 
2 23,349 23,131 0,218 2 23,948 23,271 0,678 
3 23,321 23,130 0,192 3 23,921 23,299 0,622  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,317 23,168 Promedio 
 
23,028 23,326 Promedio  
0,034 0,065 Desvesta 
 
1,570 0,074 Desvesta 





stx2 Simplex Dúplex Diferencia 
 
Z3276 Simplex Dúplex Diferencia 
1 23,282 23,204 0,078 1 23,217 22,666 0,551 
2 23,349 23,063 0,286 2 23,209 22,439 0,771 
3 23,321 22,887 0,434 3 23,110 22,253 0,857  
3,000 3,000 n (Datos) 
 
3,000 3,000 n (Datos)  
23,317 23,051 Promedio 
 
23,179 22,453 Promedio  
0,034 0,159 Desvesta 
 
0,060 0,207 Desvesta 







Anexo D: Análisis estadístico 
D.1. Prueba t-student para datos emparejados 
Para contrastar si n resultados emparejados se extraen de la misma población se calcula 
el estadístico t usando la ecuación D-1 Donde 𝑑𝑝𝑟𝑜𝑚 es el promedio de la diferencia de los 
datos emparejados, n es en número de parejas y 𝑠𝑑 es la desviación estándar de las 






      Ecuación D-0-1 
Tabla D-1: Contraste t-student de cuantificación de muestras con y sin digestión enzimática 
uidA Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia 
 
lacY Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia 
1 1320,80 1197,80 123,00 
 
1 1402,96 1276,21 126,75 
2 1352,51 1210,38 142,13 
 
2 1385,90 1242,89 143,01 
3 1336,66 1224,84 111,81 
 
3 1394,43 1266,35 128,08   
Promedio 125,65 
   
Promedio 132,61   
Desvesta 15,33 
   
Desvesta 9,02   
Tcal 14,1950 
   
Tcal 25,4512   
Tcrit 4,3027 
   
Tcrit 4,3026 
eaeA Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia  rfbE Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia 
1 1353,87 1331,77 22,10  1 1350,17 1215,18 135,00 
2 1355,16 1330,78 24,39  2 1360,90 1245,32 115,59 
3 1354,52 1323,83 30,69  3 1355,54 1271,23 84,30 
  Promedio 25,72    Promedio 111,63 
  Desvesta 4,45    Desvesta 25,58 
  Tcal 10,0195    Tcal 7,5592 
  Tcrit 4,3026    Tcrit 4,3027 
stx1 Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia  stx2 Con EcoRI Sin EcoRI Diferencia 
1 1342,75 1150,59 192,16  1 1487,72 1360,41 127,31 
2 1377,70 1234,09 143,61  2 1452,89 1345,27 107,62 
3 1360,23 1266,92 93,30  3 1470,31 1423,03 47,28 
  Promedio 143,03    Promedio 94,07 
  Desvesta 49,43    Desvesta 41,70 
  Tcal 5,0114    Tcal 3,9073 
  Tcrit 4,3027    Tcrit 4,3027 
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Tabla D-2: Contraste t-student de cuantificación al aumentar la concentración de primers 
uidA 500 nM 800 nM Diferencia 
 
lacY 500 nM 800 nM Diferencia 
1 1529,92 2017,05 -487,13 
 
1 1903,53 2253,21 -349,68 
2 1747,50 1950,46 -202,96 
 
2 2155,86 2186,85 -30,99 
3 2481,08 1940,04 541,03 
 
3 2333,37 2161,04 172,33 
  
Promedio -49,68 












   
Tcrit 4,3027 
eaeA 500 nM 800 nM Diferencia  rfbE 500 nM 800 nM Diferencia 
1 2460,09 2553,45 -93,36  1 2038,85 2143,49 -104,64 
2 2564,47 2563,47 1,01  2 2047,17 2097,42 -50,24 
3 2614,68 2618,28 -3,60  3 2249,18 2245,74 3,44 
  Promedio -31,98    Promedio -50,48 
  Desvesta 53,20    Desvesta 54,04 
  Tcal -1,0413    Tcal -1,6180 
  Tcrit 4,3027    Tcrit 4,3027 
stx1 500 nM 800 nM Diferencia  stx2 500 nM 800 nM Diferencia 
1 1960,55 2091,85 -131,30  1 1954,54 2156,62 -202,08 
2 2161,14 2084,45 76,69  2 2126,75 2225,72 -98,97 
3 2164,31 2133,16 31,15  3 2403,04 2279,69 123,36 
  Promedio -7,82    Promedio -59,23 
  Desvesta 109,34    Desvesta 166,32 
  Tcal -0,1239    Tcal -0,6168 
  Tcrit 4,3027    Tcrit 4,3027 
Z3276 500 nM 800 nM Diferencia      
1 2053,65 2100,75 -47,10      
2 2016,43 2141,25 -124,82      
3 2206,48 2092,50 113,98      
  Promedio -19,31      
  Desvesta 121,80      
  Tcal -0,2746      
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D.2. Análisis de regresión 
Análisis estadístico de los residuales mediante el análisis de varianza ANOVA y análisis 
de falta de ajuste (tabla D-3), evalúo el grado en el que la recta se ajusta a los datos. Sí el 
valor de Freg es mayor a Fcrit, hay linealidad en los datos, además sí FFA es inferior a Fcrit el 
modelo lineal se ajusta a los datos. Tras el análisis de los datos para todos los genes, se 
encontró que el modelo de regresión lineal se ajusta a los datos en el intervalo de 
concentración evaluado para todos los genes. 
Tabla D-3: Análisis de varianza ANOVA para regresión 
Causa de variación 
Grados de 
libertad (GL) 




F(0.05, 1, n-2) 































Total n-1 𝑆𝐶𝑇 = ∑(𝑦𝑖 − ȳ)
2   
𝑦𝑖= respuesta de cada medida, ŷ𝑖= Respuesta estimada con la ecuación, ȳ= Respuesta promedio 
de todos los niveles, n= número de datos, r= número de réplicas, k= número de niveles 
Tabla D-4: Análisis de regresión lineal de equivalencia simplex vs dúplex 
 
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% 
Intercepción 
gen stx1 
-18,3882 19,7114 -0,9329 0,4494 -103,1995 66,4230 
Pendiente 
gen stx1 
1,0775 0,0047 227,7385 1,928E-05 1,0572 1,0979 
Intercepción 
gen stx2 
-20,7242 27,2115 -0,7616 0,5258 -137,8060 96,3576 
Pendiente 
gen stx2 
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D.3. Estimación de incertidumbre 
La estimación de incertidumbre del método de medición se estimó usando un análisis de 
variación ANOVA a partir de los datos de cuantificación obtenidos en tres días diferentes. 
Las ecuaciones usadas se presentan en la tabla D-5. 
Tabla D-5: Análisis de varianza ANOVA para estimación de incertidumbre 
Causa de variación 
Grados de 
libertad (GL) 




F(0.05, 1, n-2) 





























   







Anexo E: Datos producción piloto  
Tabla E-1. Análisis de varianza de homogeneidad entre botellas de lotes del piloto  





Promedio de los 
cuadrados 
Fcal P(0,05) Fcrit 
Lote 190401-10P 
Entre grupos 501 7 71.6 1.16 0.34 2.25 
Dentro de los grupos 2465 40 61.6    
Total 2966 47     
Lote 190402-08P 
Entre grupos 91965676 7 13137953 1.17 0.37 2.66 
Dentro de los grupos 179023138 16 11188946    
Total 270988815 23     
Resultados       
 
Tabla E-2. Resultados caracterización lote 190402-08P con Z3276 
Día Muestra 
Resultado por días Resultado total 
Valor u comb. u rel Promedio u comb. Dia Promedio u comb 
1 
190401-08P-26 133250 2203 1,7% 
161795 1806 
161117 3975 
190401-08P-42 161762 2619 1,6% 
190401-08P-66 161827 2486 1,5% 
2 
190401-08P-10 162900 2894 1,8% 
162945 1775 190401-08P-50 164668 2462 1,5% 
190401-08P-58 161266 2288 1,4% 
3 
190401-08P-18 154070 2568 1,7% 
158613 2777 190401-08P-34 159595 2354 1,5% 
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Tabla E-3: Resultados caracterización lote 190402-08P con rfbE 
Día Muestra 
Resultado por días Resultado total 
Valor u comb. u rel Promedio u comb. Dia Promedio u comb.  
1 
190401-08P-26 141085 2166 1,5% 
169427  2879  
168610 3858 
190401-08P-42 171661 2526 1,5% 
190401-08P-66 167194 2610 1,6% 
2 
190401-08P-10 169707 2522 1,5% 
170103  1526  190401-08P-50 171153 2450 1,4% 
190401-08P-58 169449 2463 1,5% 
3 
190401-08P-18 164628 2404 1,5% 
166299 1702 190401-08P-34 159595 2354 1,5% 
190401-08P-75 162174 2415 1,5% 
Tabla E-4: Resultados caracterización lote 190401-10P con Z3276 
Día Muestra 
Resultado por días Resultado total 
Valor u comb. u rel Promedio u comb. Dia Promedio u comb. 
1 
190401-10P-24 160,18 6,52 4,1% 
164 4 
168 8 
190401-10P-51 163,79 6,29 3,8% 
190401-10P-59 167,05 6,29 3,8% 
2 
190401-10P-16 170,29 6,44 3,8% 
169 4 190401-10P-67 171,42 6,55 3,8% 
190401-10P-76 166,29 6,25 3,8% 
3 
190401-10P-08 167,32 6,48 3,9% 
171 4 190401-10P-32 171,96 6,44 3,7% 
190401-10P-40 175,08 6,41 3,7% 
Tabla E-5: Resultados caracterización lote 190401-10P con rfbE 
Día Muestra 
Resultado por días Resultado total 
Valor u comb. u rel Promedio u comb. Dia Promedio u comb.  
1 
190401-10P-24 177 6,44 3,6% 
177 4 
175 8 
190401-10P-51 181 6,74 3,7% 
190401-10P-59 175 7,81 4,5% 
2 
190401-10P-16 183 7,24 4,0% 
177 6 190401-10P-67 170 6,32 3,7% 
190401-10P-76 179 6,63 3,7% 
3 
190401-10P-08 171 6,82 4,0% 
171 4 190401-10P-32 171 6,46 3,8% 
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